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“Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la
electricidad y la energia atomica: la voluntad”

(Albert Einstein)

"No hay nada mas poderoso que una idea a la que le
ha llegado su tiempo”

(Victor Hugo)

“Tarde o temprano el esfuerzo siempre obtiene su
recompensa; el éxito esta al alcance de todos, solo
requiere tenacidad y paciencia”

(El autor)
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GLOSARIO

TERMINO

Anabolito

Biomarcador

Braquiterapia

Carcinoma

Intraductal

Clonalidad

Displasia

DEFINICION

Cualquier producto producido en por anabolismo
que es el proceso constructivo por el cual las células
vivas convierten compuestos complejos en

sustancias simples.

Sustancia que se mide y se evaliia objetivamente
siendo un indicador de procesos biolégicos normales,
procesos patogénicos, o respuestas farmacoldgicas a

una intervencién

Es una modalidad de tratamiento radioterapéutico
donde los 1sétopos radioactivos se colocan dentro o
cerca de la zona que requiere tratamiento (préstata,

cérvix, etc).

También llamado “in situ”. En cancer de mama se
refiere al tipo de cancer no invasor ya que las
células tumorales se sitian en las paredes de los
conductos sin sobrepasar a membrana basal y por
tanto sin invadir el estroma ni otras estructuras

adyacentes del tejido mamario.

La capacidad de formar clones, que son la progenie
genéticamente idéntica derivada de la reproducciéon
asexual, natural o artificial de un organismo, célula

o gen.

Alteraciéon de la forma, dimensiones y organizacién

de la célula adulta de un determinado tejido.



Estereotaxia

Herceptest

Ligando

Luminal

Mastopatia

fibroquistica

Es la localizacién tridimensional de una lesién en el
espacio, aplicando métodos geométricos o

radiolégicos, para facilitar el abordaje de ese punto.

(En nuestro trabajo se refiere a las técnicas
radiolégicas utilizadas en la marcaciéon de lesiones
mamarias no palpables con arpones metalicos
guiadas por ecografia con el fin de facilitar su

extirpacion quirurgica posterior.)

Test comercial de uso habitual para identificar
mediante Inmunohistoquimica el grado de
positividad de la proteina Her-2 sobre tejido
tumoral (se utiliza en cancer de mama y cancer

gastrico).

Se trata de un i6n o una molécula que reacciona

para formar un complejo con otra molécula.

Es un subtipo genético de cancer de mama
caracterizado por la positividad de alguno o ambos
receptores hormonales. A su vez se divide en

Luminal A y Luminal B.

Es la enfermedad benigna de la mama maés
frecuente y consiste en un aumento de la densidad
del tejido mamario, especialmente en las zonas
superiores y externas de las mamas, de causa
funcional ya que se produce por desequilibrios de las
hormonas sexuales femeninas. Puede condicionar la
aparicion de quistes mamarios o de nédulos sdlidos

llamados fibroadenomas.



Nuliparidad Hecho referido a una mujer que nunca ha tenido un

parto.



RESUMEN

"ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES
SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DE
CANCER DE MAMA”

INTRODUCION:

En el mundo desarrollado, el cdncer de mama es la neoplasia
femenina mds frecuente y que causa mds mortalidad. Los
programas de deteccion precoz contribuyen a un diagnostico
temprano de la enfermedad y por tanto a mejorar la supervivencia
de la misma. No existen marcadores tumorales especificos para la
fase precoz del cincer de mama, si existiera alguno eficaz, podria
servir de apoyo al screening radiologico. Sin embargo, ya en la fase
de estudio clinico y diagndstico final, se solicitan muchos
marcadores sin ningiun criterio clinico.

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS:

Las guias clinicas desaconsejan el uso de marcadores tumorales en
el cancer de mama, a excepcion del Ca 15.3 para la monitorizacién
de la eficacia del tratamiento oncoldgico. Nuestro objetivo es
determinar la utilidad real de una serie de marcadores tumorales
rutinarios en la fase inicial prequirtrgica del cdncer de mama,
ademds de investigar otros marcadores menos conocidos.
Complementariamente realizamos un estudio epidemiolégico de las
muestras.

MATERIAL Y METODOS:

Efectuamos un estudio casos-controles con 63 pacientes de cdncer
de mama localizado, no recidivas y pendientes de intervencion
quirurgica, y otras 63 mujeres sanas. Determinamos la deteccion
de marcadores rutinarios (Ca 15.3, CEA, Cal25, Ca 19.9, NSE,
Cyfra 21.1, alfafetoproteina) y experimentales en cdncer de mama
(NGAL, EGFR y 8-OH-dG). Analizamos las caracteristicas



epidemiologicas de ambas series y determinamos también los
niveles de vitamina D.

RESULTADOS:

Existen diferencias significativas con niveles mds elevados en las
pacientes de Ca.15.3, Cyfra, NSE y CEA; pero asumiendo los
valores de corte solo seria significativo el Ca 15.3, aunque con
escasa sensibilidad. Respecto a los marcadores experimentales son
significativos los niveles mds elevados de EGFR en los controles y
los mas elevados de 8-OH-dG en los casos. En el estudio
epidemioldgico resultaron variables de riesgo significativas para la
enfermedad; la edad, la menopausia, la falta de ocupacion laboral,
el IMC y los niveles bajos de vitamina D, aunque ésta tltima se
relaciona con el IMC.

CONCLUSIONES:

Es injustificado e ineficiente el uso actual de marcadores tumorales
en la fase diagnostica o precoz del cancer de mama. Identificamos
por primera vez la existencia de un probable marcador eficaz para
las fases precoces del cancer de mama que es el 8-OH-dG; seria
muy deseable planificar nuevos estudios a nivel mundial en esta
linea de investigacion que hemos iniciado. La edad, la menopausia,
la falta de ocupacion laboral, el IMC y los niveles bajos de
vitamina D son factores asociados al desarrollo del cdncer de
mama. Estos factores deberian incluirse en grandes estudios
epidemioldgicos para su confirmacién como factores de riesgo y
para determinar la fraccion de riesgo acumulado especifica de
cada uno.



ABSTRAC

“CASE-CONTROL STUDY OF BLOOD MARKERS FOR THE
EARLY DIAGNOSIS OF BREAST CANCER”

INTRODUCTION:

Breast cancer is the most common female malignancy and the
leading cause of death in the developed world. Screening
programmes for the early detection contribute to an early diagnosis
of the disease and therefore to improving survival. There are no
tumour-specific markers for the early stage of breast cancer. In fact,
if there was an effective marker, then it would help build support
for the radiological screening. However, many markers are
requested in the phase of clinical study and final diagnosis without
any clinical criteria.

ANTECEDENTS AND OBJECTIVES:

Clinical guidelines recommend against the use of tumour markers
in breast cancer, except for the Ca 15.3 which is used to monitor the
effectiveness of the oncological treatment. Our objective was to
determine the real usefulness of a series of routine tumour markers
in the initial pre-surgical phase of breast cancer, in addition to
investigating other less known experimental markers. Furthermore,

an epidemiological study of the samples was performed.

MATERIAL AND METHODS:

A case-control study was conducted among 63 patients with local
breast cancer, no relapses and pending surgery, and another 63
healthy women. We determined the detection of routine markers
(Ca 15.3, CEA, Ca 125, Ca 19.9, NSE, Cyfra 21.1, alpha
fetoprotein) and experimental markers (NGAL, EGFR and 8-OH-
dG). We analyzed the epidemiological characteristics of both series
and we also determined the vitamin D levels



RESULTS:

Significant differences were found in patients with higher levels of
Ca 15.3, Cyfra, NSE and CEA. However, considering cut-off
values, the Ca 15.8 marker would be the only significant one,
although with low sensitivity. In relation to the experimental
markers, we found significant results in the highest levels of EGFR
in the controls, and in the highest levels of 8-OH-dG in the cases.
In the epidemiological study, the following were significant risk
variables: age, menopause, unemployment, BMI and low levels of
vitamin D, although the latter is related to the BMI.

CONCLUSIONS:

The current use of tumour markers is unjustified and inefficient in
the breast cancer diagnosis phase or early phase. We identified, for
the first time, the existence of a probably effective marker for breast
cancer early phases, which is the 8-OH-dG marker. It would be
highly desirable to plan new global studies in this line of
investigation which we have initiated. Age, menopause,
unemployment, BMI and low levels of vitamin D are factors
associated with the breast cancer development. These factors
should be included in large epidemiological studies in order to
confirm them as risk factors and to determine the specific

cumulative risk fraction for each one.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA
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1 Introduccion

Se define el cancer de mama como el tumor maligno que se
produce a partir de las células epiteliales existentes en la glandula
mamaria. En funcion de la célula donde se origine, el cancer de mama
pertenecera a un subtipo histoldgico (ductal, lobulillar, medular,

papilar, etc).

1.1 El cancer de mama; epidemiologia,
diagnoéstico, pronodstico y tratamiento

1.1.1 Epidemiologia del cancer de mama.

El cancer de mama es la neoplasia femenina mas frecuente en
el mundo, y la primera causa de mortalidad por cancer en la mujer. Su
incidencia estd concentrada principalmente en el mundo desarrollado;

América del norte y Europa occidental (figura I.1).

ASR (world) incidence women
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ASR (world) mortality women
0

Figuras 1.1; Distribucion mundial de las tasas de incidencia (azul) y de
mortalidad (rosa). Fuente; Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S,
Mathers C, Rebelo M, Parkin DM, Forman D, Bray, F. GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer
Incidence and Mortality Worldwide: IARC

También es la neoplasia femenina mas frecuente en Espaia
(Tabla 1-1) y por tanto supone el hecho de ser la neoplasia mas
frecuente en los servicios de oncologia de nuestros hospitales, tanto en
la fase de tratamiento como en la fase de revisiones, suponiendo asi
un gasto econdmico y de medios, mayor que ninguna otra enfermedad
oncologica. Por otra parte, el impacto socio-familiar, psicologico,
fisico y laboral que provoca esta enfermedad y sus tratamientos en la

mujer, es incalculable.

Los datos mas actualizados a nivel mundial sobre incidencia,
prevalencia y mortalidad por cancer de los 28 tipos mas frecuentes de
184 paises. Estos datos nos permiten también establecer predicciones
a corto y largo plazo. Se recogen en el informe “GLOBOCAN 2012”.
GLOBOCAN (http://globocan.iarc.fr) es un organismo dependiente
de la IARC (Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer)

perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA
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La Sociedad Espanola de Oncologia Médica (SEOM) emite un

completo informe anual con los datos nacionales mas actualizados y
las previsiones para nuestro pais en el contexto mundial. EI ultimo
informe emitido fue “El cancer en cifras 2014” (http:// seom.org). Del
mismo extraemos los datos sobre cancer de mama ya que son los mas

actualizados para los casos espafioles.

Tabla I.1. Localizacion de los tumores mas frecuentes en Espaiia

(2012)
Hombre Mujer Ambos sexos
1° Prostata Mama Colorectal
2° Pulmoén Colorectal Prostata
3° Colorectal Cuerpo de Utero | Pulmén
4° Vejiga Pulmon Mama
5° Estémago Ovario Vejiga

Fuente: Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, Parkin
DM, Forman D, Bray, F. GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer Incidence and Mortality Worldwide:
IARC.)

Incidencia; En nuestro pais existen casi 26.000 casos nuevos
anuales, lo que supone un 29% de todos los tumores femeninos. La
actual tendencia alcista, manteniéndose un incremento anual constante
del 1-2%.Afecta a mujeres de edad media, en torno a 55 afios, sin
embargo Uultimamente se estd describiendo un gran porcentaje de
mujeres jovenes (menores de 40 afios). (SEER, 2008; GEICAM,
2014). Respecto al sexo se trata de un tumor femenino existiendo solo

el 1% de los casos en el sexo masculino.

Mortalidad; En nuestro pais se registran mas de 6.000

muertes anuales por cancer de mama. La tendencia es favorable ya

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA
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que la mortalidad estd descendiendo progresivamente a pesar del

aumento de la incidencia, lo cual se traduce en un claro y neto
aumento en la supervivencia. Este descenso es compartido con paises

occidentales pero no con otras areas del mundo (figura 1.2).
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Figura 1.2. indices mundiales ajustados por edad de mortalidad por
100.000 por ano para cancer de mama. Fuente IARC;circa 1975-2012.

Prevalencia; Si al tumor mas frecuente se le asocia altos
indices de supervivencia es ldgico comprender que la prevalencia sea
la mayor con gran diferencia sobre los demas. En concreto la
prevalencia en Espafia a los 5 afios supera los 100.000 con cancer de
mama. Este dato nos ilustra sobre el grado de repercusion sanitaria y
social que implica esta enfermedad (tabla 1.2). De forma grafica, el
“peso” de esta neoplasia se representa frecuentemente en muchos

informes epidemioldgicos, tal como podemos ver en la figura 1.3.

Supervivencia; Actualmente la supervivencia global de la
enfermedad se considera de las mas altas en oncologia situandose

entre el 75-80%, debido principalmente al diagnostico precoz
ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA
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(Humphrey et al., 2002) y a la mejora en los tratamientos, como se ha

demostrado en numerosos estudios (De Angelis et al., 2014; Peto et

al., 2000).

Como ya dijimos anteriormente La incidencia de cancer de
mama ha aumentado en las ultimas décadas como resultado de
multiples factores, incluyendo cambios en los factores de riesgo,
envejecimiento de la poblacion y la introduccidon de programas de
cribado. Por el contrario, la mortalidad ha demostrado una tendencia a
la baja atribuible a una combinaciéon de programas de cribado y
mejores servicios de salud y tratamientos. Esa diferencia entre la
incidencia y la mortalidad ha resultado en un aumento de la

supervivencia del cancer de mama (Pollan, 2007; Puig-Vives, 2013).

La tercera publicacion del estudio ALAMO a cargo del Grupo
Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama (GEICAM) realizada en
muchos hospitales espafioles, refleja que la Supervivencia Global
(SG) a los 5 afios se ha incrementado en Espafia de 82.8% a 87%
durante los ultimos afios, la cual estd por encima de la media europea.
Las supervivencias al primer afios son muy altas y logicamente
dependen del estadio de la enfermedad; 99.7%, 99.1%, 96.1% y
74.9% en pacientes diagnosticados con estadios I, II, I y IV,
respectivamente. Esas proporciones bajan a 98.6%, 93.7%, 85.5% y
46.9% a los tres afios y a 96.5%, 88.9%, 74.8% y 29.2% a los cinco
afos (GEICAM, 2014).
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Tabla I.2. Incidencia y mortalidad para todas las edades. Prevalencia a
5 afnos s6lo en poblacion adulta. Proporciones por 100.000.

23 351 09 06 3361 13 16.6

Labio y cavidad oral 1219 14
Nasofaringe 97 0.1 02 50 0.1 0.1 29 0.l Ll
Otros faringeos 157 02 04 93 02 02 3 02 19
Esofago 334 04 07 271 07 05 339 0l 17
Estomago 2944 34 5.1 2054 5.2 32 4698 18 33
Colorrectal 12979 149 242 5958 152 B4 36014 141 1784
Higado Isl6 17 24 1467 38 20 1441 06 7.1
Vesicula biliar 1055 12 16 691 18 09 993 04 49
Pincreas 3032 kLY 50 217 69 43 1588 06 79
Laringe 268 03 07 86 02 02 954 04 47
Pulmon 4935 57 13 3688 94 80 5380 21 266
Melanoma 2718 31 72 440 (R 09 10584 41 524
Sarcoma de Kaposi 73 0.1 02 8 00 00 03 0l 10
Mama 25215 290 673 6075 155 119 104210 408 5162
""CUEIO OF UTETO [CErvX) = 75 rE:] B10 s yai Lo T — o
Cuerpo del (itero 5121 59 16 1211 31 19 19272 76 955
Ovario 0% 37 77 1878 48 37 7925 31 393
Rifion 2128 24 48 764 19 12 6023 24 98
Vejiga 205 25 37 %05 23 1l 7401 29 367
Cerebro, sistema nervioso 1661 19 42 1199 31 26 1289 05 64
Tiroides 1361 16 41 186 05 03 5306 21 263
Linfoma Hodgkin 534 06 22 95 02 02 1525 06 76
Linfoma no Hodgkin 2751 32 59 1071 27 1.6 7136 28 353
Mieloma mdiltiple 109 13 18 826 21 11 2599 10 129
Leucemia 2162 25 50 1378 i5 23 4503 18 23

Todos los cinceres exd. cincer de pielno melanoma 86984 1000 1982 39183 1000 670 255195 1000 12642
Fuente: El cancer en Espafia 2014 (Informe SEOM).
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Figura 1.3. En estas 3 figuras adapatadas del informe SEOM se puede
ver graficamente el impacto del cancer de mama (color rosa) en
incidencia, mortalidad y prevalencia. Fuente: El cancer en Espafia 2014
(Informe SEOM).
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1.1.2 Diagnoéstico del cancer de mama

Este apartado es clave para el presente estudio por lo que es
preciso primero entender como se realiza este diagnostico en nuestro
medio y qué limitaciones tiene. La forma mejor de entenderlo es
exponiendo las situaciones reales de presentacion clinica basadas en
nuestra experiencia diaria, mas alla de un planteamiento meramente

teorico.
Manifestacion clinica del cancer de mama y clave diagnéstica.

Clinicamente la presentacion de la enfermedad puede

manifestarse de 4 maneras distintas;

1. Asintomatica con radiologia sospechosa o patoldgica; Una

mamografia con diagndstico probablemente maligno
(especificado en la clasificacion radiologica como BIRADS
IV) o claramente patologica (BIRADS V) que se haya
realizado de forma rutinaria o en el contexto del Programa de
Deteccion Precoz (PDP). Son subsidiarias de biopsia guiada
por ecografia o radiodirigida (esterotaxica). En el caso de las
lesiones BIRADS III (clasificacion radioldgica que significa
“probablemente benignas, posibilidad de cancer estimada
menor de un 2%”) en la mayoria corresponde solo realizar
seguimiento y en algunos casos seleccionados biopsia por
ecografia.
Afortunadamente estas situaciones asintomaticas son cada vez
mas frecuentes. EI PAI (Proceso Atencion Integrada) de Cancer de

Mama (Acebal et al., 2011) recoge las directrices del PDP del cancer
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de mama como veremos con mayor profundidad en el apartado 2.5.

Siguiendo estas indicaciones, el médico que prescribié la mamografia
sospechosa deriva el caso al servicio de radiologia de referencia. Se
realiza un nuevo estudio (repetir la mamografia si procede, realizar
ecografia o solicitar Resonancia, etc). Posteriormente si hay una
lesion sospechosa, el radidlogo practica en acto Gnico una puncion-
biopsia de la lesién con aguja fina, gruesa o de vacio (PAFF, BAG,
BAYV) guiandose por palpacién o por ecografia. En caso de que la
lesion no fuera palpable, es frecuente que se coloque un marcador o
un arpdn para facilitar la posterior reseccion quirurgica. Cuando no se
puede obtener un diagnostico por parte del radidlogo, se procederd a
realizar una biopsia quirdrgica. La coordinacion pues entre el equipo
de radiologia mamaria, los cirujanos de mama y en definitiva de toda
la Unidad de mama del hospital, es fundamental para resolver este

tipo de casos.

2. Asintomatica que consulta por otro motivo v en la valoracion

se detecta un riesgo aumentado por CM. Se trataria de un

diagnostico precoz selectivo oportunista. Este colectivo
supone un grupo de entrada al proceso en el mismo punto que
las pacientes con radiologia sugestiva o con signos de alarma.
Los grupos de riesgo familiar se dividen en Alto Riesgo,
Riesgo Moderado y Riesgo Habitual, precisando los dos
primeros grupos un seguimiento periddico especifico por
Atencion Primaria. Este seguimiento depende del riesgo; asi
en el grupo de Alto Riesgo es preciso ademas la derivacion a
una Unidad de Consejo Genético (UCQ) y el estudio abarca la
exploracion semestral o anual con mamografia y ecografia o
resonancia a partir de los 30 afios. En el grupo de Riesgo

Moderado se recomienda realizar exploraciones anuales con
ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



IL. INTRODUCCION 27
mamografia a partir de 40 afios, y para el grupo de Riesgo

Habitual las recomendaciones son las mismas que para la
poblacion normal; o sea, la introduccion al PDP cuando
proceda. Por otro lado, conviene instruir a estas mujeres en la
autoexploracion mamaria mensual. En este sentido el PAI
contiene el Anexo 7 donde se especifican los grupos de riesgo
y la actuacion clinica recomendable. En ¢l podemos encontrar
los criterios de inclusion en los grupos de riesgo hereditarios

que se detallan a continuacion.

Tabla I.3. Criterios de inclusion en el Grupo de Alto riesgo.

4 0 mas familiares con cancer de mama (CM) /ovario (CO)

3 familiares de 1°/2° con CM 6 CO.

2 casos entre familiares de 1°/2° con:

* Dos casos de cancer sean de mama y/o de ovarios.
* Un CM en varén y un CM 6 CO.

* Dos casos de CM< 50 anos.

* Dos casos de CM de 1° (uno < 50 afios.)

* Un caso de CM bilateral y otro CM (uno <50 afios)

Mujeres con Familias con 1CM < 35 afios.

Mujeres con Familias con 1CM y CO en una misma paciente.

Mujeres con Familias con 1CM bilateral < 50 afios.

J4

Mujeres con Familiares de 1°2° grado de pacientes BRCA1 6 2

positivos

Factores Personales No hereditarios: neoplasia in situ, la hiperplasia

atipica o la radioterapia en la infancia.

Fuente; PAI cancer de mama. Consejeria de Salud, 2011.
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Tabla 1.4. Criterios de inclusion en el Grupo de Riesgo Moderado.

28

1CM en familiar de 1° entre 36 y 50 afios

2 familiares con CM de 1°/2° > 50 anos.

1 CM bilateral > 50 afios.

Fuente; PAI cancer de mama. Consejeria de Salud, 2011.

Tabla I.5. Criterios de inclusion en el Grupo de Riesgo Habitual.

Personas que no cumplan los criterios anteriores o que teniendo un

familiar de 1° o de 2° grado con cancer de mama, éste sea > 50 afios.

Fuente; PAI cancer de mama. Consejeria de Salud, 2011.

El manejo adecuado y seguimiento clinico de estas mujeres de

riesgo también viene definido en el propio proceso;

Tabla 1.6. Esquema de seguimiento clinico en funcion de los grupos de

riesgo.
GRUPO DE CENTRO EDAD DE ESTUDIOS PERIOD
RIESGO INICIO
ALTO MAP 30 Exploracion Fisica
(Derivar Mamografia Anual +/- Anual
UCG) Eco
(RM si precisa)
MODERADO MAP 40%* Exploracion Fisica
Mamografia Anual +/- Anual
Eco
BAJO PDP 50 Mamografia Bianual Bianual

(PDP)

Fuente; PAI cancer de mama. Consejeria de Salud, 2011

*4 los 50 afios si no ha habido incidencias podria valorarse la inclusion en el PDP
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3. Clinica con aparicidon de un Sintoma de Alarma; el mas

frecuente es la aparicion de un noédulo en la mama; se trata de
un nodulo nuevo, generalmente moévil, de consistencia dura y
no doloroso, diferente a los fibroadenomas y quistes habituales
de la paciente en caso de que los tuviera, suelen aparecer en el
cuadrante supero externo. Otros sintomas de alarma son la
secrecion unilateral por el pezon, la alteracion del pezon o de
la piel (retraccion, ulceraciones, enrojecimiento), los cambios
en morfologia o tamafio de la mama y la aparicion de una
adenopatia axilar (tabla 1.7). La ruta diagnostica comienza con
la realizacion de una historia clinica completa, que ademas
debe incluir los antecedentes familiares, la historia
reproductiva, antecedentes mamologicos, mamografias
previas, habitos y, en general, otros factores de riesgo posibles
para cancer de mama. A continuacion procede la realizacion
de la exploracion mamaria con atencion a la morfologia,
aspecto de la piel y del complejo areolar, palpacion mamaria y
de 4reas ganglionares locales. Posteriormente si estuviera
indicado se solicitara la prueba de imagen correspondiente
que, aunque habitualmente es la mamografia, en mujeres
jovenes es de eleccion la ecografia. En cualquier caso y
siguiendo las directrices del PAI la peticion genérica es de
estudio radioldégico mamario sin especificacion del tipo de
estudio, solicitandola en el llamado ‘“Formato normalizado

para las solicitudes de pruebas de imagen”.

Una vez el estudio se realice, si es negativo se envia un

informe con el resultado al médico solicitante, pero si fuera
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patoldgico, se inicia el proceso diagnostico y terapéutico en la

“Unidad de Mama” del hospital de referencia, tal como se describio

en el punto anterior.

Tabla I.7. Signos de alarma del cancer de mama

La aparicién de un nodulo en la mama

La secrecion anormal por el pezén

La retraccion del complejo areola-pezon

Las alteraciones de la piel o cambios en morfologia o tamafio de la
mama

(enrojecimiento, retracciones, ulceraciones, engrosamiento)

La apariciéon de una adenopatia axilar

Fuente; PAI cancer de mama. Consejeria de Salud, 2011

4. Clinica con sintomas de enfermedad avanzada; por desgracia
aun se siguen realizando diagndsticos en fases avanzadas;
carcinomas inflamatorios que engloban toda la mama y axila,
metastasis 0seas o viscerales, etc. Si la enfermedad mamaria es
evidente se debe derivar a la unidad de mama para un
diagnostico histologico inicial, y si aparecen lesiones
metastasicas de inicio sin un diagndstico previo de cancer se
derivaria a medicina interna para estudio. Es la unica situacion
diagnostica donde se practican pruebas generales para
enfermedad sistémica como TAC, gammagrafia, analiticas con
marcadores tumorales, etc. ya que en todos los apartados

anteriores no tienen ninguna utilidad.

Diagndstico en cancer de mama; mensajes clave
e FEI CM es uno en los que mas ha avanzado en cuanto a la
prevencion y donde se han conseguido mejores indices de

supervivencia.
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e La sociabilizacion de la enfermedad, la difusién publica y

promocion de su prevencion, hacen que exista una aceptable
cultura sanitaria al respecto. No obstante, el personal sanitario
debe fomentar esta educacion en su entorno laboral.

e La paciente puede ser diagnosticada de varias formas; ya sea
en fase asintomatica por un estudio radioldgico rutinario
sugestivo de neoplasia, por la aparicion de signos de alarma ya
en fase sintomadtica o por manifestaciones de la enfermedad
avanzada

e Hay que aplicar los protocolos de seguimiento para las
pacientes pertenecientes a los Grupos de Riesgo Alto y
Moderado.

e Los Signos de Alarma hay que conocerlos y difundirlos para
que la poblacion los valore y pueda acudir a su médico de
forma temprana

e La Clave Diagnostica basica es la realizacion de una detallada
historia clinica y una exploracion mamaria completa, y cuando
proceda la peticion del estudio radioldogico mamario, siguiendo

las directrices del PAI donde esta claramente establecido.

Diagnéstico Radiologico

Hasta aqui hemos referido las distintas pruebas radiologicas de
uso frecuente en cancer de mama y la importancia de que el radiélogo
detecte una lesion mamaria incipiente y que consiga el diagnostico
histolégico definitivo de forma rapida para que la paciente pueda ser

intervenida en fase temprana.

La prueba principal es la mamografia en doble proyeccion; su

uso es valido tanto como prueba diagnostica inicial como para
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screening o para el seguimiento peridodico de las pacientes. Sin

embargo tiene varias limitaciones ya que por ejemplo, es poco ttil en
mujeres jovenes con alta densidad mamaria. Por otro lado, La
ecografia es una técnica complementaria a la mamografia para el
diagndstico de tumores y lesiones fibroquisticas benignas. También es
util para el seguimiento de mujeres jévenes ya que es mas segura que
la mamografia al no acumular radiaciones iatrogénicas. Ambas
técnicas son utiles para establecer un diagndstico mediante radiologia
invasiva. El empleo de la resonancia magnética (RM) de mama es
fundamental para el diagndstico de lesiones dudosas, como en el caso
de mamas densas, para el seguimiento en mujeres de riesgo o para

valorar la situacion de una protesis.

A continuaciéon podemos observar el proceso diagnostico de
una misma paciente siendo coincidentes en el diagndstico definitivo

de cancer de mama izquierda.

Figura 1.4. Mamografia Bilateral;, Mamas densas bilaterales con
existencia de nédulo espiculado de 15 mm en CSE mama lzquierda,
rodeado por el circulo rojo. Diagnéstico BIRAD IV. Fuente propia.
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Figura 1.5. Ecografia mamaria bilateral; Categoria BIRAD-IV para la
mama izquierda debido a la existencia de un nédulo de caracteristicas
radiolégicas y ecograficas sugestivas de malignidad de 2 cm de
diametro maximo que se localiza en el cuadrante inferoexterno,
rodeado por circulo rojo. Fuente propia.

Figura 1.6. RM mamaria:
hallazgos descritos en
relacion con lesion
categoria BIRAD V en
CIE de mama izquierda
con una extensioén a cola
axilar, rodeada por

circulo rojo. Fuente propia.

Diagnostico Histologico

Una vez finalizado el diagnostico inicial, se procedera a
realizar la técnica quirargica adecuada. Posteriormente el patologo
emitird el diagnostico definitivo donde constaran todos los datos
relativos a las caracteristicas biologicas del tumor. Los datos
histopatologicos mas relevantes de este diagndstico son;

» Segun tipo celular: ductal (75%), lobulillar (20%), medular y

otros (5%)

» Si el tumor es infiltrante o in situ (no infiltrante).
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> FEl tamafno medido en centimetros. La existencia o no de

multifocalidad.

» El estado de los margenes quirtrgicos.

» El grado histologico de agresividad GH (1, II, III) equivalente
a Bajo, Moderado o Poco diferenciado.

» Existencia o no de infiltracion vascular, linfatica o neural.

» Porcentaje de componente intraductal asociado.

» La cantidad de ganglios extirpados y los que estaban afectados
por la enfermedad.

» El porcentaje de positividad de los receptores hormonales
(estrogeno y de progesterona).

» La cuantificacion de la proteina HER-2 (herceptest). Su
funciodn es activar el crecimiento tumoral. Se detecta en el 20-
25% de los casos.

> Determinacion de Ki 67.

A\

Subtipo Genético

» Otros factores; p53, ciclina E, catepsina D.

1.1.3 Pronostico del cancer de mama

Superada la fase quirargica, la paciente es normalmente
remitida a las consultas de oncologia, donde entre otras actuaciones se
solicita el estudio de extension; que consiste en la realizacién de unas
determinadas pruebas (analitica bésica con marcadores tumorales
estandar como son el CEA y el Ca 15.3, acompanado de RX torax, y
en caso de ganglios positivos se afladen TAC o Eco hepatica y
Gammagrafia 0sea) para poder detectar el alcance de la enfermedad y

la estadificacion que es la fase definitiva de la enfermedad. Con ello
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podrd hacerse también una primera aproximacion prondstica y

terapéutica.

El oncdlogo recoge todos estos datos en una historia clinica y
tras valorar el estudio de la extension, establece la fase o estadio de la

enfermedad (segun el sistema TNM).

Clasificacion TNM

El AJCC (American Joint Committee on Cancer) en
colaboracion con la UICC (International Union for Cancer Control)
publicaron en 1977 la primera edicion de la clasificacion TNM,
consiguiendo de esta forma la wunificacion mundial en la
estadificacion de los tumores. Mediante éste sistema TNM se pueden
clasificar los carcinomas mamarios por distintos estadios: Segin el
tamafio tumoral (T), afectacion ganglionar (N) y metastasis a
distancia (M), para ello se utiliza la exploracion fisica, las técnicas de
imagen, los datos histopatoldgicos y la existencia o no de metéstasis.
La clasificacion TNM es la mas utilizada en la practica clinica
por su capacidad prondstica y porque permite aplicar un plan
terapéutico adecuado a cada estadio. Se actualiza peridodicamente,
siendo la version 7* publicada en 2010 la vigente en la actualidad
(Edge, 2010). En lo que respecta al cancer de mama podemos
observar como la combinacion de los factores TNM condicionan un
determinado Estadio que va desde el I de mejor prondstico al IV que
es el de peor pronostico. Desde el punto de vista clinico los casos
podrian separarse en 3 grandes grupos;

- Cancer de mama precoz; enfermedad operable (Estadios Iy

1)
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- Cancer de mama localmente avanzado; no operable de

entrada, necesidad de tratamiento neoadyuvante previo a la
cirugia (Estadios III)
- Cancer de mama avanzado o metastasico (Estadio IV)
Los detalles de dicha clasificacion podemos verlos en el poster
facilitado por la propia Asociacion y disponible en su pagina web;

https://cancerstaging.org/references-

tools/quickreferences/Pages/default.aspx.

(AJCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer,
2010, pp 347-76)

Seguidamente se muestra la clasificacion TNM en las dos
figuras siguientes extraidas del texto TNM Staging Atlas with

Oncoanatomy (Second Edition).

Ng N v N3
no N A i
o RS R i i
n o N A i

T4 B Ml B lliC
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DEFINITION QF TNM

T
Tumor =2 em

Timic
Microinvasion =0.1 cm

Tla
Tumor =0.1 cm but <0.5 cm

Tib

Tumor »0.5 cm but <1 cm

Tic

Tumor >1 cm but <2 cm

NO

No regional lymph node mefastasis

T2
Tumor =2 cm but <6 cm

N1
Metastasis to movable ipsilateral axillary lymph
node(s)

pN1

foci

[IANB
3
Tumer =5 cm

N2a

Metastasis in ipsilateral axillary lymph node(s)
fixed to one another (matted), or to other
structures

N2
I\pﬂletastasis in 4-9 axillary lymph nodes, or in
clinically apparent internal mammary lymph
nodes in the absence of axillary lymph node
metastasis >0.2 mm foci

A

T4

Tumor of any size with direct extension to (a) chast wall
or {b) skin, (c) both a and b, {d) inflammatary

N2

Metastasis in ipsilateral aillary lymph node(s) fixed or
matted, or in clinically apparent ipsilateral internal
mammary nodes in the absence of clinically evident
axillary lymph node metastasis

pN2

Metastasis in 4-9 axillary lymph nodes, or in clinically
apparent internal mammary lymph nodes in the absence |8
of aillary lymph node metastasis 0.2 mm foci
pN2b

Metastasis in clinically apparent internal mammary lymph|
nodes in the absence of axillary lymph node metastasis

BAmT
N3
A is in ipsil infraclavicular lymph noda(s) with |

o without axillary lymph node involvement, or in clinically

apparent ipsilateral internal mammary lymph noda(s) and |

in the presence of clinically evident axillary lymph node

is; or m in supraclavicular

Iymph noda(s) with or without axillary or internal

mammary lymph node involvement

N3a Infraclavicular

N3b Axillary and internal mammary

N3c Supraclavicular

PN3 Metastasis in =10 axillary nodes

nenav

*Disseminated tumor cells in bone marrow or circulating
calls in blood or excised tissue as ovary <0.2mm.

Metastasis in 1-3 axillary lymph nodes 0.2 mm &=

37
STAGE GROUPINGS

Stage IA
#T1 NO MO

TONI,,
TN,

TO N1 MO*
T1 N1 MO*
T2 NO MO*

T2 N1 MO
T3 NO MO*

* ot illustrated

Stage llIA

TO N2 MO*
T1 N2 MO*
T2 N2 M0*
T3 N1 MO*
T3 N2 MO*

" nat illustrated

T4 NO MO
T4 N1 MO*
T4 N2 MO

* ot illustrated

Stage llIC

AnyT N3 MO

AnyT Any N M1
“Any T Any N MO (i+)

Figuras 1.7 y I.8. TNM Staging Atlas with Oncoanatomy (Second

edition)
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Factores Prondsticos del CM:

Se diferencian dos grandes grupos segun se atienda a las
caracteristicas bioldgicas del tumor o a las caracteristicas clinicas de

la paciente.

Dependientes del Tumor

» Estadio o Fase de la enfermedad.

Edad; peor pronoéstico < 35 afios.

Tipo de tumor; Medular y lobulillar mejor prondstico.
Grado Histoldégico; Grado III peor prondstico.
Tamafio tumoral.

Afectacion Ganglionar; Si existe o no y en qué cuantia.

vV V.V V V VY

Estado de Receptores Hormonales; Si son positivos mejor

prondstico.

A\

Estado HER-2; Si es positivo es un factor de riesgo.

A\

Subtipo Genético; triple negativo tiene peor prondstico.

» Otros factores prondsticos; invasion vascular, etc.

Dependientes de la paciente

» Edad

Estado general
Enfermedades asociadas
Estado nutricional

Habitos de vida (sedentarismo, obesidad, dieta, etc)

vV V V V V

Condiciones sociosnaitarias
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1.1.4 Tratamiento actual del cancer de mama

Perspectiva historica del cancer de mama y de su

tratamiento

La historia del cancer de mama y de su tratamiento van
paralelas a la historia de la medicina. Desde la antigliedad existen
referencias historicas sobre la enfermedad mamaria ya que tiene una
simbologia sexual, de feminidad y maternal presente en todas las

culturas.

En el antiguo Egipto (1600 ac) existen ya referencias que
podemos encontrar en el famoso papiro de Smith, hallado en Luxor
en 1862, donde se describe un caso clinico de tumor en la mama,
explicando como debe quemarse o cortarse. El papiro describe otros
procesos médicos y su tratamiento con gran racionalidad para la
época. Dicho papiro se expone en el Museo de Medicina de Nueva

York.

Posteriormente encontramos referencias greco-romanas como
Hipocrates que ademds de definir el término “Karkino” que
significaba cangrejo para aludir a los tumores, describe varios casos y
recomienda que las pacientes no sean tratadas porque viven mas
tiempo. Posteriormente el médico romano Celsus traducira el término

griego por el latino “céncer”.

Durante la época medieval no se registran avances
exceptuando la medicina arabe; es Avicena en 1020 quien publica su
famoso Canon de Medicina, donde recoge un tratado completo de las

enfermedades y unifica la medicina y la cirugia. En concreto propone
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que el cancer debe ser tratado quirtrgicamente de forma precoz y

extirpando todos los tejidos que estén afectos.

AVICENNA
ARABYM
MEDICORVE PREINCIPIS 8
Canon Madicine.

LF0 FNIFEETA ME
i e o

. ritan cogdin.
b{:n-mﬁdn nocwnEn
¥ Srsgming (EnRms,
yrapa sctzol,
=

CANTICA

Figura 1.9. Portada del Canon de Avicena

Ya en el Renacimiento el avance en el conocimiento de la
anatomia humana con personajes como Vesalio, sentara las bases para
el desarrollo de la cirugia en los siglos XVIII y XIX donde destacan
cirujanos como Paget y se comienzan a practicar extirpaciones

mamarias y disecciones ganglionares curativas.

Pero fue sin duda el médico norteamericano William Halsted
(1852-1922), quien revoluciono la cirugia oncologica considerandose
padre de la misma. Su técnica era radical ya que intentaba por todos
los medios extirpar todos los tejidos tumorales y tejidos vecinos
sanos. A finales del siglo XIX se hizo popular su célebre mastectomia
radical “Halsted” (vigente durante casi un siglo) en la que se extirpaba
ampliamente la mama junto a tejidos y piel circundantes, pectoral

mayor y diseccion axilar completa. A pesar de que comenzaron a
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verse curaciones de pacientes, la mayoria recaia de la enfermedad al

poco tiempo y finalmente moria.

En los afos 60 se conocieron los primeros estudios de cirugia
conservadora de la mama por lo que esta técnica se fue implantando
progresivamente, asi como la mastectomia radical modificada (tipo
Madden) que conservaba los musculos pectorales. La cirugia actual
incluye numerosas técnicas como son la tumorectomia, la biopsia del
ganglio centinela, y una amalgama de técnicas reconstructivas que
hacen de la cirugia plastica mamaria una ciencia en continua

evolucion.

Este desarrollo fue permitido gracias a la inclusion de la
radioterapia como elemento complementario en la curacion del cancer
de mama. Las primeras bombas de cobalto que administraban una
irradiacién indiscriminada y toxica han ido dando paso a los
modernos aceleradores lineales de electrones con intensidad modulada
en 3D que permiten un tratamiento eficaz y exento de complicaciones.
La irradiacion parcial de la mama, la braquiterapia o la radioterapia
intraoperatoria son técnicas que pronto se extenderan a la practica

clinica diaria.

Pero es sin duda en el tratamiento sistémico donde se han
obtenido cotas inimaginables de desarrollo. Respecto a la
hormonoterapia en 50 afios ha evolucionado desde las extirpaciones
ovaricas, al tamoxifeno en los afios 80, los inhibidores de la aromatasa
en los afios 90 y actualmente otras hormonas como fulvestrant o las

combinaciones con modernos agentes bioldgicos.

La quimioterapia ha ido avanzando en cancer de mama a la par
que la oncologia ya que es la enfermedad tumoral donde se ha

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



II. INTRODUCCION 42
obtenido mayor desarrollo de la misma fruto de una incesante

investigacion. En los afios 70 se iniciaron los tratamientos con
alquilantes y antifolatos siendo el esquema mas usado el CMF
(ciclofosfamida, metrotexate, fluorouracilo). En los afios 80 se

extendi6 el uso de las antraciclinas y en los 90 en uso de los taxanos.

En el siglo XXI ha comenzado una era terapéutica novedosa
que es la terapia dirigida o biologica; se trata de disefiar agentes
bioldgicos que puedan interferir en los mecanismos biomoleculares y
genéticos de la célula tumoral de forma sofisticada y segura ya que no
afecta al tejido normal. Este avance, junto con la inmunoterapia, hace
que actualmente el arsenal de agentes disponibles para tratar el cancer
de mama sea inmenso. Como no podia ser de otra forma la
investigacion clinica del siglo XX ha dado paso a la investigacion
biomolecular y translacional del siglo XXI en un desarrollo sin

precedentes.

MOLECULAR ONCOLOGY
1 TRANSLATIONAL RESEARCH

EMPIRICAL ONCOLOGY

Figura 1.10. Representacion esquematica sobre la evolucién cientifica
en oncologia.
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Fuente; Presentacién en Congreso ASCO 2013..

La aplicacion preventiva tras la cirugia (adyuvante) o curativa
para tratar la enfermedad ha obtenido resultados espectaculares. De tal
forma que en los ultimos 40 afios hemos pasado a conseguir elevar
una supervivencia que era inferior al 50% a mas del 80 % (GEICAM,

2014).

El arsenal terapéutico de terapia sistémica es inmenso.
Podemos distinguir citostaticos clasicos y de desarrollo mas moderno,
dividirlos por mecanismos de accion o por indicaciones. Pueden
administrarse ~ solos  (monoterapia) o en  combinacion
(poliquimioterapia). También existen otros farmacos con actividad
hormonal que se agrupan en el epigrafe de hormonoterapia y que han
seguido un amplio desarrollo en cancer de mama donde presentan
una utilidad pareja con la quimioterapia con mejor tolerancia que
ésta. Sin embargo la inmunoterapia tiene poca implantacion en esta
enfermedad sin que existan vacunas ni agentes inmunomoduladores
con eficacia clara como para recomendar su uso. La terapia biologica
(bioterapia) se ha desarrollado con fuerza y actualmente es
imprescindible en muchos pacientes; especialmente en el subgrupo
Her2 positivo donde el uso de trastuzumab y otros agentes similares

es mandatorio.

En la siguiente tabla se muestran los principales agentes
utilizados contra el cancer de mama, asi como el grupo terapéutico al

que pertenecen y también su mecanismo de accidon antitumoral.
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Tabla 1.8. Agentes farmacolégicos usados en la terapéutica del cancer

de mama
Principio Activo Grupo Mecanismo  de
Terapéutico Accion
Doxorubicina Antibidticos Actudn contra el
fpmbens | Cilostatens | upy
Liposomales
Ciclofosfamida Agentes
Alquilantes
Metotrexato Antimetabolitos
Flurouracilo
Capecitabina
Cisplatino Platinos
Carboplatino
Taxanos Taxanos Inhibidores de
(paclitaxel, la mitois
docetaxel) Otros inhibidores
Eribulina de microtubulos
Vinorelbina
Antiestrogenos Tamoxifeno
Toremifeno Antagosnistas
Fulvestrant del receptor
estrogénico
Anatrozl Inhibidores de Inhibidores de
Letrozol Aromatasa la enzima
Examestano aromatasa
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Goserelina AntiLHRH Analogos de
LHRH

Megestrol Progestagenos Accion
progesterona

Tratuzumab Ac. Monoclonales Inhibicion

Pertuzumab receptor Her2

Lapatinib Inh.

Tirosinquinasa

Bevacizumab Inh. Angiogénesis Antagonistas
VEGF

Everolimus Inh. mTOR Inhibicion de
mTOR

Fuente Propia

Protocolo actual de tratamiento en cancer de mama

Afortunadamente y a diferencia de otros tumores, el protocolo
de tratamiento del cancer de mama estd perfectamente consensuado y
globalizado. Con pequeiias diferencias en la mayoria de los centros
donde tratan a estas mujeres, aplicamos una combinacion de
tratamientos preestablecida. La era biologica ha determinado también
que el estudio histopatologico sea completo y definitorio clasificando
al tumor en distintos subtipos patolégicos como ya explicamos en el
apartado anterior. Por tanto son las caracteristicas propias del paciente
(edad, enfermedades asociadas, preferencias, etc.) junto con las
caracteristicas biomoleculares del tumor, los que confieren un
esquema de tratamiento determinado en lo que se ha dado en llamar

“la terapia personalizada” o “‘el tratamiento individualizado o a la
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carta”. No existe el mismo tratamiento para dos pacientes distintas,

cada una recibira el mas ajustado a su situacion.

Dependiendo del tipo de tumor, del tamafo de la mama y de
las preferencias de la paciente, ésta sera sometida a una cirugia radical
asociada o no a reconstruccién, o a una cirugia conservadora.
Respecto a la axila siempre que no exista contraindicacion se practica
la biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC). En los casos que el
tumor inicial impida una cirugia curativa en primera instancia, se
procedera a administrar tratamiento oncoldgico previo (neoadyuvante)
generalmente con quimioterapia aunque también podria incluir
hormonoterapia o bioterapia. Posteriormente se procederia a la cirugia

ya sea parcial o radical.

Las indicaciones de radioterapia en el cancer precoz de mama
son basicamente la cirugia conservadora y la cirugia radical con
factores de riesgo (afectacion axilar, tumores grandes, grado 3). La
radioterapia paliativa se aplica en diversas situaciones que abarcan

desde la recidiva cutanea hasta las metastasis 0seas o cerebrales.

Las indicaciones de quimioterapia, hormonoterapia y terapia
bioldgica en cancer de mama precoz dependen de factores biologicos
como son la determinacién de los receptores hormonales (receptor
estrogeno y progesterona), de la positividad de Her2, de Ila
cuantificacion Ki67 y de otros factores de riesgo clinico-patoldgico
clasicos (edad, grado histologico, tamafo tumoral, ganglios linfaticos,

invasion vascular).

Para aumentar la complejidad existente, actualmente se
definen distintas estrategias para cada subtipo genético. En ocasiones
hay que decidir el tipo de tratamiento segun la agresividad molecular
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del tumor independientemente de los factores ya citados; para ello se

utilizan las llamadas plataformas genéticas (Onco-Type, Mamaprint,
Prosigna-TM) que nos determinaran el riesgo genético del tumor y

por tanto segun la categoria decidiremos el tratamiento apropiado.

Combinando las distintas modalidades de tratamiento que
hemos descrito se puede obtener un esquema de tratamiento
individualizado que sea el mas apropiado para cada paciente. No
obstante existen unas normas generales y unos protocolos
consensuados que son seguidos en la gran mayoria de los centros
europeos y americanos. Ademas existen reuniones de consenso a nivel
regional, nacional e internacional que van actualizando
periddicamente estos protocolos. Las mas conocidas son la reunion
bienal de consenso internacional de tratamiento del cancer de mama
precoz de San Gallen en Suiza (Goldhirsch et al., 2013) y las distintas
directrices o guias de tratamiento publicadas por la ASCO
(Asociacion Americana de Oncologia) o la NCCN (National
Comprehensive Cancer Network) (NCCN, 2014). En Europa destaca
la guia ESMO (Sociedad Europea de Oncologia Médica) (Senkus et
al., 2013; Locally, 2012) y a nivel nacional las guias SEOM (Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica) (Del Barco, 2013). En cualquier caso
el tratamiento sera comentado ampliamente por el médico a su

paciente, ajustandose a las caracteristicas propias de cada caso.

Con caracter general podemos establecer que el tratamiento
depende de varios factores, siendo los mas relevantes;
» Categoria de Riesgo; cuando es baja puede optarse por

suprimir algan tipo de tratamiento.
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» Estado Menopausico; En las mujeres menopausicas de bajo

riesgo, el tratamiento hormonal cuando puede aplicarse suele
ser suficiente, sin necesidad de quimioterapia.

» Situacion de los Ganglios; Cuando son positivos el tratamiento
es mas intenso (asi por ejemplo la quimioterapia debe contener
antraciclinas que dan alopecia o incluir algin farmaco del
grupo taxanos).

» Los Receptores Hormonales; cuando estos son negativos el
tratamiento aplicado debe ser la quimioterapia, pero sin son
positivos la quimioterapia puede obviarse en algunas casos, al
ser suficiente el tratamiento hormonal.

» El estado de HER-2; si es positivo podria intensificarse el
tratamiento seglin otros factores de riesgo, y debe valorarse la
posibilidad de asociar Anticuerpo (Anti-Her2; trastuzumab)
para prevenir las recaidas en mujeres con receptor Her-2
positivo.

» Subtipo Genético; dependiendo el perfil genético del tumor se
planifica un tratamiento distinto. Los Luminales A y B se
tratan con hormonoterapia, los Her2 enriquecidos con
quimioterapia asociada a antiHer2, y los Basales (triple

negativo) con quimioterapia.
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Subtype Type of therapy

“Luminal A” HT alone * Consider QT if risk factor is present
“Luminal B HER2 »” HT QT
“Luminal B HER2+” QT+ Tzb + HT
“HER2+” QT+ Tzb
“Triple negative ( ductal)” QT
“Special histological types”:

1. Endocrine responsive (HR+) HT

2. Endocrine nonresponsive ( HR-) [ QT

HT: Hormonal therapy; QT: Chemotherapy (with anthracycline and taxanes or
taxanes); Tzb: Trastuzumab

Clinical Algorithm for adjuvant treatment decision

Prognostic and predictive evaluation

!

Consider chemotherapy in patients with tumours > 1 cm or
lymph node involvement or <0-6-1cm and high risk factors
Adjuvant hormonal treatment (if ER and/or PR positive)
Adjuvant trastuzumab treatment (if HER2-positive) to complete 1 year

|
Radiation therapy in conservative surgery
Consider radiation therapy to chest wall in patients treated with mastectomy based
on risk evaluation

Figura 1.11. Resumen de Guia SEOM tratamiento cancer de mama
precoz 2013. (Del Barco, 2013)
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y 19

Systemic treatment recommendations

‘Luminal A’ Endocrine therapy ~ Few require cytotoxics (e.g. high nodal status).
alone
‘Luminal B (HER2 negative)’ Cytfotoxics + Inclusion and type of cytotoxics may depend on

endocrine therapy  level of endocrine
expression, perceived risk and patient preference.

‘Luminal B (HER2 positive) Cytotoxics + anfi- No data are available to
HER2+ endocrine support the omissionof cyfotoxics in this group.
therapy

‘HER2 pasitive (non luminal)’ Cytotoxics + anfi- Patients at very low risk may be observed without
HER2 freatment

‘Triple negative (ductal)’ Cytotoxics

‘Special histological types™
A. Endoctrine responsive Endocrine therapy

B. Endocrine non responsive Cytfotoxics Medullary and apocrine carcinomas may not
require any adjuvant cyfotoxics (if node negative).

Figura 1.12. Recomendaciones para el tratamiento sistémico del cancer
de mama correspondientes al resumen del consenso St.Gallen 2013.

Tratamiento Multidisciplinar del cancer de mama; Unidad de

Mama

No es posible realizar el tratamiento de una paciente desde una
perspectiva Unica. La coordinacion y colaboracion entre todas las
especialidades es fundamental. En el seno de la Unidad o comité de
mama estd compuesta por cirujanos, oncologos médicos,
radioterapeutas, rehabilitadores, patologos, cirujanos plasticos,

ginecologos, medicina nuclear, enfermeras, etc.

Las funciones principales de la Unidad de Mama son;

» Centralizar en una unica Unidad el control de la paciente.
» Unificar Protocolos de tratamiento y seguimiento de las

pacientes entre las distintas especialidades.
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» Coordinar el tratamiento multidisciplinar del cancer de mama

con las diferentes especialidades que intervienen en el mismo.
» Agilizar el circuito diagnostico y terapéutico del paciente con
carcinoma mamario.
» Participacion en investigacion y actualizacion cientifica sobre

cancer de mama.

Seguimiento Clinico “postratamiento”:

Una vez terminado el tratamiento oncologico, la paciente debe
normalizar su vida retomando su actividad sociolaboral y familiar
habitual. Clinicamente solo tendra que acudir de forma periddica a las
consultas de oncologia para someterse a una revision médica; este
estudio consta de exploracion fisica y de solicitud de varias pruebas
diagndsticas (analitica general y mamografia). Independientemente de
estas citas regulares, la mujer también debera acudir siempre que surja
algiin signo de alarma que pudiera relacionarse con la enfermedad. La
finalidad principal de esta vigilancia es la deteccion de posibles
recidivas locoregionales que estén en fase extirpable o el inicio de
tratamiento oncoldgico precoz ante una enfermedad metastésica
incipiente. Los nuevos agentes terapéuticos consiguen cada vez
mayores tasas de supervivencia, optimizadas en los casos iniciales

cuando aun hay baja carga tumoral (Henry et al., 2014).

El Programa de Seguimiento suele ajustarse a las normas y
recomendaciones internacionales, con minimas variaciones locales
(Khatcheressian et al., 2012). Asi generalmente la periodicidad de las
revisiones debe ser cada 3- 4 meses durante los dos primeros afos,
cada 6 meses del tercer al quinto afio y posteriormente anual hasta el
alta definitiva. Una vez dada de alta la paciente por el servicio de
oncologia, ésta mujer deberia seguir el control clinico y radioldégico
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previsto de la mama contralateral, asi como los examenes

ginecologicos que le correspondian, solicitados ambos en el &mbito de

Medicina Primaria.

En cada visita se practicard la entrevista y la exploracion
clinica; en ausencia de signos de alarma, el tipo de estudio a practicar
de forma rutinaria se restringe a una mamografia anual y en ocasiones
a alguna analitica, ya que ninguna estrategia de seguimiento intensivo,
basado en multiples pruebas, ha demostrado su utilidad real. En caso
de que existan sintomas o signos de alarma, el médico decidira
ampliar el estudio con otras pruebas especificas (TAC, RX,

gammagrafia, etc.).

Es recomendable también que la paciente sea revisada por su
ginecdlogo de forma anual, sobre todo en las pacientes con
tratamiento hormonal. Durante el seguimiento y segin los casos,
también pueden intervenir otros profesionales (psicooncdlogos,
cirujanos plasticos, traumatdlogos, reumatologos, fisioterapeutas,

etc.).

1.2 Historia natural en el desarrollo del cancer

de mama
1.2.1 Anatomia y fisiologia de la glandula mamaria

La mama esta constituida por dos érganos glandulares que
se sitian en la parte anterior del térax. Esta glandula que esta
presente en ambos sexos, es en el hombre rudimentaria durante
toda la vida. En la mujer se van desarrollando en la pubertad y

alcanza el maximo apogeo durante el embarazo y sobre todo en la
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fase de lactancia. En la piel pueden distinguirse dos formaciones

cutaneas concéntricas y situadas en el cuadrante central mamario;

la areola y el pezén (figura 1.13).

La mama estda formada por dos tipos de tejido; el tejido
fibroadiposo que da consistencia a la mama y el tejido glandular,
encargado de las propiedades exocrinas. El tejido glandular se
compone de una serie de l6bulos glandulares que se dividen en
lobulillos compuestos por racimos o acinos secretores formando la
ultima unidad funcional mamaria que se llama Unidad Terminal
Ductolobular (TDLU), donde se produce la leche que es
transportada por los conductos galactéforos hacia el exterior.
Estos conductos van confluyendo en otros mayores hasta
desembocar en el pezon por donde se excreta la leche. A lo largo
de toda su longitud, los conductos galactéforos estan tapizados
por dos capas de células: una capa interna continua de células
epiteliales y una capa externa discontinua de células

mioepiteliales.

Vista Frontal del Seno

Ganglios -
Linfaticos -

Muasculo —__

Lobulillos .

l:; N Tejido Adiposo

Areola ” (Grasa)

Figura 1.13; Estructura anatémica de la glandula mamaria
Fuente;CareFirst
(http://carefirst.staywellsolutionsonline.com/Spanish/TestsProcedures/92,P09278)
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La proliferaciéon glandular de los tejidos mamarios esta

regulada por hormonas y puede dar lugar a formaciones
benignas; las mas conocidas son quistes o fibroadenomas en lo

que se ha dado en llamar mastopatia fibroquistica.

Pero puede ocurrir que las células mamarias, tanto de los
conductos como de los 16bulos, vayan alterandose en respuesta a
distintos estimulos carcinogénicos (radiaciones, estrdgenos,
agentes quimicos, etc). Existe una fuerte evidencia de que la
tumorogénesis comienza con la adquisicibn de mutaciones
somaticas que promueven la inestabilidad gendémica. Dicha
inestabilidad es un importante rasgo de malignidad debido a que
puede generar la diversidad genética que es necesaria para la
transformaciéon de células tumorales para adquirir fenotipos
variables y cada vez mas agresivos (Sen y Hopwood, 2010). Asi,
se iran produciendo mutaciones y dafios en el ADN celular, en
principio reparables, hasta que los cambios se vuelven
irreversibles y sean ya neopldasicos dando lugar al carcinoma “in
situ” o no infiltrante. Estas células neoplasicas comparten ya los
criterios histolégicos generales del cancer que son;

» la autonomia con falta de control
la clonalidad celular de una misma estirpe
la desdiferenciacién progresiva

el crecimiento expansivo y desordenado.

YV V V V

la capacidad para diseminarse a lo largo del organismo
(metastatizar).

Si las células tumorales atraviesan la membrana basal que
las rodea y se extienden por el tejido mamario (grasa, conductos,
vasos) se trata ya de un carcinoma infiltrante. Dependiendo de
que las células tumorales sean células de los conductos o de los

16bulos, el tumor resultante serid carcinoma ductal infiltrante o
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lobulillar infiltrante. En una fase posterior, este carcinoma

infiltrante puede atravesar vasos linfaticos y llegar hasta los
ganglios axilares, o supra e infra claviculares o de la cadena
mamaria interna. También puede darse infiltracién de vasos
sanguineos, produciéndose una distribucién de células tumorales
por todo el organismo, de tal forma que si se dan las condiciones
fisiolégicas adecuadas, pueden asentarse en algin o6rgano y
provocar la “siembra” o metastasis en el mismo. Las metastasis
mas frecuentes en cancer de mama son las éseas, hepaticas y
pulmonares. Menos frecuentes son las metastasis cutaneas,

pleurales o del sistema nervioso central (cerebro o médula).

En las siguientes figuras podemos observar algunos
ejemplos reales de nuestras pacientes con metastasis por cancer

de mama.

Figuras 114 y 1.15.
TAC de una paciente
con cancer de mama
metastasico en
higado y pulmones

(circulo rojo). Fuente

propia
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Figura 1.16. RMN de una paciente con cancer de mama y metastasis

cerebrales. (circulo rojo). Fuente propia

Figura 1.17. RMN de columna dorsolumbar de
una paciente con cancer de mama y metastasis
6seas en columna lumbar (circulo rojo). Fuente

propia

10/Fr

5thk/0.54p "

Si el crecimiento es local y el tumor no se interviene, éste
puede llegar a la piel o al pezon ulcerandola o retrayéndola
provocando el llamado carcinoma localmente avanzado (Estadios

T4 6 I1IB) tal como observamos en la siguiente figura.
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Figura 1.18. Cancer de mama localmente
avanzado. Fuente propia

1.2.1 Transformacion epitelial; jcomo llega wuna
célula mamaria normal a convertirse en una célula

tumoral de cancer de mama? Es lo que no se conoce

del todo.

En 1991 Harris describid el proceso de progresion tumoral del
cancer de mama como un proceso lento y progresivo, donde se parte
de una primera célula que va sufriendo divisiones exponenciales
durante 4-5 afios hasta que el tumor alcanza un tamafio suficiente
para ser detectable por mamografia. Pasados 3-4 afios mas, el tumor
alcanza 1 cm de didmetro, considerandose palpable y detectable
clinicamente. Todo el proceso podria durar en torno a 10 afos (Harris

et al., 1991) tal como vemos representado en la figura siguiente.
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Figura 1.19. Representacion de la progresion tumoral del cancer de
mama. Fuente; Harris et al., 1991.

La carcinogénesis del cancer de mama es compleja pero cada
vez se acumulan mas conocimientos. Atendiendo al origen del cancer
de mama se postulan dos modelos distintos; el primero llamado
“modelo clonal o estocastico” establece la existencia de una primera
célula que tras recibir los estimulos carcinogénicos, se transforma en
distintos tipos celulares progenitores y estos a sus vez dan lugar a
distintos subtipos de cancer. El segundo modelo o “stem cell”
establece que de esta primera célula se derivan a su vez los tipos
celulares y todos los posibles subtipos de cancer de mama. Ambos

modelos se pueden observar en el esquema de Sgroi (Sgroi, 2010).
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Figura 1.20. Modelos de carcinogénesis en cancer de mama segun
Sgroi. Fuente; Sgroi, 2010

Independientemente de la clonalidad, el desarrollo del cancer
de mama desde el inicio a las etapas invasivas se describe como un
proceso progresivo que se inicia en las células de la TDLU.
Dependiendo del tipo de células se desarrollard un carcinoma ductal o
lobular. Asi las etapas preinvasivas del carcinoma lobular incluyen la
hiperplasia atipica lobulillar y el carcinoma in situ lobulillar. Las
etapas preinvasivas del carcinoma ductal serian la hiperplasia tipica

usual, la hiperplasia atipica y el carcinoma ductal “in situ”.

Recientes datos de expresion génica y epigenética sugieren
que el estroma y el microambiente mioepitelial que existe en la
enfermedad preinvasiva, participan activamente en la transicion hacia
la enfermedad invasiva (Ma et al., 2009). Los datos actuales apuntan

a una compleja interaccion de sefializacion epitelial-conjuntiva entre
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la matriz, como ocurre entre la secrecion de MMPs (metaloproteinas

de la matriz) y -catepsinas del tejido conjuntivo por células
mioepiteliales y las vias de transduccion de sefiales relacionadas con
el crecimiento celular. Asi por ejemplo, las alteraciones genéticas
comunes en los carcinomas ductales invasivos de bajo grado (pérdida
material genético en el cromosoma 16q) y alto grado (amplificacion
de material genético 17q) comienzan a observarse ya en los estados

preinvasivos.

Durante este proceso de maduracion del tumor es cuando se
van adquiriendo las caracteristicas que lo van definiendo segun su
perfil genético. Asi los tumores mas indiferenciados daran lugar al
subtipo basal. Si adquiere propiedades de receptor de estrogenos o
progesterona dara lugar a tumores con subtipos luminales A o B, y si
adquiere diferenciacion en ERB2 dara el subtipo Her2 enriquecido.
Ademas en este proceso evolutivo intervienen otros multiples
factores biomoleculares como son las citoqueratinas 5 y 6, el EGFR,
E-caderina, p53, Bcl-2 o el Ki 67. Las lesiones preinvasivas
constituyen pues un grupo heterogéneo y no esta claro aun si todas
las lesiones invasivas atraviesan por los mismos estadios o hay
situaciones en las que este proceso evolutivo no se sigue tal cual,

especialmente en los tumores de alto grado (Di Bonito et al., 2013).

Este proceso es apasionante desde el punto de vista
histomorfologico, bioquimico y genético. Cada vez se describe con
mayor precision la intervencion de los distintos factores moleculares
y factores promotores de esta transformacion (como son las
hormonas por ejemplo). La evolucidon cronoldgica de este proceso
suele representarse mediante esquemas donde se representan las

distintas fases, la temporalidad y el contexto clinico correlacionadas.
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Figura 1.20. Esquema temporal del desarrollo del cancer de mama.
Fuente propia.

Observamos que desde el inicio bioldgico producido por las
primeras transformaciones celulares displédsicas hasta la posibilidad
de deteccion radioldgica por mamografia, existe un periodo que
oscila entre 2 y 4 afios llamado Fase no detectable. Desde que
aparecen los incipientes signos radiologicos hasta que el tumor es
palpable pasarian unos 4 afios en lo que llamamos la Fase Preclinica;
es aqui donde el screening radiologico tiene su utilidad. Finalmente
después de al menos 6 a 8 afios, el tumor seria palpable y por tanto
diagnosticable desde el punto de vista clinico. Por tanto, dado que el
proceso es lento y que el tiempo medio desde que aparecen las
primeras lesiones precancerosas hasta que la enfermedad se hace
sistémica es de unos 10 afios, existen muchas posibilidades para el
diagnostico preclinico de la enfermedad. Durante el periodo de
latencia de 4 afios que coincide con la fase preclinica, es detectable
por mamografia. Pero mas interesante aun es la posibilidad de

deteccion en el estadio anterior (Fase no detectable) mediante
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biomarcadores de transfomacion celular. Este método serviria pues

tanto en la primera fase como en la fase segunda (preclinica) ya
apoyando al diagnostico radiologico. Resulta evidente que la historia
natural tan dilatada del cancer de mama nos ofrece una oportunidad
unica para la explotacion de los distintos métodos de diagndstico

precoz.

No obstante, al igual que ocurre con otros tumores, la
evolucion de la enfermedad es muy variable y depende de las
caracteristicas especificas del tumor, del huésped y de los factores
ambientales. Como ya comentamos, en algunas ocasiones este
proceso es rapido y no sigue los pasos de transformacion progresiva,
ya que existen factores inductores de tumores de alto grado y
agresivos y en poco tiempo se puede desarrollar un tumor localmente
avanzado o metastdsico. En estos casos no cabe el planteamiento de

un diagnostico precoz que expusimos anteriormente.

El carcinoma invasivo tiende a infiltrar el tejido conjuntivo de
los 6rganos o estroma, los vasos sanguineos y los vasos linfaticos.
Asi es frecuente que comiencen a anidar en la primera estacion
ganglionar axilar. Por via hematica pueden afectar a algiin érgano
quedando situado como grupos celulares quiescentes o si las
condiciones de microambiente lo permiten, desarrollandose

clinicamente en el 6rgano metastatizado.

Una paciente intervenida por un cancer de mama precoz y
sometida posteriormente a tratamiento sistémico podria considerarse
“curada”. Pero sabemos que el cancer de mama es una enfermedad
sistémica y siempre existen células tumorales circulantes (CTC) de
dificil deteccion. Estas células pueden encontrarse también en médula

6sea y habitualmente no tienen repercusion clinica. Sin embargo su
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deteccion indica un factor de riesgo ya que a partir de ahi pueden

darse recaidas tardias si se multiplican y anidan en algun 6rgano. Para
que se de este hecho es preciso que concurran varias circunstancia
como por ejemplo un déficit inmunitario en esa paciente. Esta es la
explicacion de por qué el cancer de mama es de los pocos tumores
que puede causar recaidas muy tardias; relativamente frecuentes
después de los 10 afios e incluso estan descritos casos con recaidas
después de 20 afios. Se trata pues de una historia natural indefinida y
espectacular propia del cancer de mama y diferente al resto de

tumores del organismo.

En la figura [.21 podemos observar las alteraciones
histopatologicas de los distintos estadios evolutivos del céncer de
mama. Su representacién grafica y su correlacion real basada en
preparaciones de pacientes con cancer de mama procedentes del
laboratorio de Anatomia Patologica del Hospital Juan Ramon

Jiménez.
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Figura 1.21. Esquema de la transformacién preinvasiva invasiva en
cancer de mama y sus correlaciones histopatologicas. Fuente; Servicio
de Patologia H. Juan Ramén Jiménez
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1.3 Factores de riesgo para cancer de mama.

1.3.1 Prolegéomenos

Dado que nuestro trabajo sigue un disefio de casos-controles y
que compara una poblacion de mujeres con cancer de mama precoz
con una de mujeres sanas, encontramos muy pertinente aprovechar
nuestros datos de registro de las caracteristicas de estas mujeres para
compararlos entre ambos grupos. De hecho, como veremos
posteriormente, esta comparativa se marca como objetivo secundario;
por ello, la descripcion de este apartado cobra si cabe mayor

importancia.

Hemos realizado un estudio exhaustivo y actualizado de toda la
informacion disponible sobre el tema con intencion de aportar un valor

anadido a este trabajo.

El pasado 4 de febrero de 2014 se presentd en el dia mundial
contra el Cancer, la actualizacion de la publicacion de la IARC
llamada “World Cancer Report 2014” (Bernard 2014) donde se
analizan en profundidad los aspectos epidemiologicos del cancer en el
mundo de forma global y de cada tumor en particular (se analizan los
factores de riesgo mas relevantes y su impacto en la salud publica). En
2007 se publico la segunda publicacién especializada en factores de
riesgo relacionados con la alimentacion y la actividad fisica
(WCRF/AICR, 2007). Desde entonces se han ido anadiendo
numerosas actualizaciones (CPU; Continuous Uptate Project). Ademas
hay que resaltar que el cdncer de mama es el tumor donde se produce

mayor aporte cientifico en esta area tal como observamos en la figura
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1.22; motivo por el que intentamos ser lo mas concretos posible en esta

Tesis.

Number of papers from cohort studies in the CUP database

Breast [ —
Colorectum
Frostate (I
stomach (I
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Bladder _
Endometrial _
Ovary (R
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Kidney —
Oesophagus .-

Gallladder
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- Second Expert Report - Continuous Update Project

Figura 1.22. Grafico del nimero de estudios cohorte por tumores
registrados desde 2007 (en rojo) por CPU database. Fuente; Continuous
Uptate Project (WCRF/AICR)

Volviendo al World Cancer Report encontramos que se define
la etiologia del cdncer de mama como multifactorial ya que agrupa
distintos factores largamente estudiados por diferentes areas; edad,
historia familiar, factores reproductivos, densidad mamaria, lesiones
benignas de la mama, consumo de alcohol, uso de hormonas,
exposicion a radiaciones y estilo de vida. Segun un importante estudio
caso-control realizado en Alemania (Barnes et al., 2011) los factores
mas influyentes dentro de los no modificables son; la edad de la
menarquia y de la menopausia, la pariedad, las enfermedades benignas
mamarias y la historia familiar. Respecto a los factores modificables

destacan el uso de terapia hormonal y el sendentarismo.

Iniciamos ahora una recopilacidon y repaso actualizado por los
principales factores que afectan al desarrollo del cancer de mama tanto

de riesgo como protectores.
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1.3.2 Factores de Riesgo

Edad

El cancer de mama incrementa su riesgo con la edad de la
mujer, siendo la edad media de incidencia en torno a los 55 afios. En
USA el riesgo relativo acumulado antes de los 40 afios es de 0.49 y a
los 70 de 6.58. El riesgo total a lo largo de una vida de una mujer
alcanza el 12.29 %, una de cada ocho mujeres (Sieguel et al., 2012).
En Espafia el riesgo total acumulado en la vida de una mujer es

aproximadamente del 10%.

Sexo
Se trata de una enfermedad femenina ya que la incidencia del
cancer de mama en el hombre es muy baja y apenas alcanza el 1% de

todos los canceres de mama.

Raza

Es maés frecuente en paises desarrollados y dentro de ellos en la
raza blanca. Este hecho es menos relevante en Espafia pero
significativo en USA (Tasa de incidencia por 100.000; 122 en blancas
y 117 en negras) (CDC. Vital Sings. 2012). Tal como expresa la figura

adjunta.

Figura 1.22. Incidencia del
cancer de mama en USA
segun raza. Fuente CDC.VITAL
SIGNS. 2012

Rate per 100,000
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IMC (Indice de Masa Corporal)

Viene determinado por el peso y la talla de la mujer. Los
valores situados entre 18-25 kg/m2 se consideran normales. Entre 25-

30 kg/m2 indican sobrepeso y si es >30 kg/m2 obesidad.

En mujeres postmenopausicas, la obesidad favorece Ia
conversion periférica de precursores estrogénicos en el tejido adiposo
lo que conlleva elevados indices de estrogeno plasmatico. Es por tanto
un claro factor de riesgo estimado para la obesidad frente al
normopeso de 1.27 (RR 1.27, 95% CI 1.03-1.55) (Brandt et al., 2000).
Paraddjicamente en mujeres premenopdusicas la obesidad ha
demostrado un cierto efecto protector aunque no significativo ni

justificable clinicamente (Cheraghi et al., 2012).
Factores reproductivos y hormonales

La exposicion continuada a ciclos menstruales en la mujer es
un estimulo para el desarrollo de cancer de mama, especialmente
hormonodependiente. Por consiguiente todas las situaciones que
alarguen esta exposicion (menarquia precoz, menopausia tardia,
nuliparidad) contribuyen a aumentar el riesgo. La menarquia por
debajo de 13 afios es un factor de riesgo frente a edades superiores a
15 afios (13-16% disminucién de riesgo) (Nelson et al., 2012; Ritte et
al., 2013). Respecto a la menopausia se ha demostrado que por cada
afio mayor de la media que se alargue la menopausia se obtiene un 3%
de riesgo como se ha demostrado en un estudio colaborativo publicado

en 2012 (Collaborative Group, 2012).
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La pariedad es un factor de primera magnitud, asi

independientemente de su estado menopausico, las mujeres nuliparas
tienen un 30% mas de riesgo que las mujeres que hayan tenido algliin
parto (Ewertz et al., 1990). Pero si cabe es més importante la edad del
primer parto siendo el riesgo mayor cuanto mas se alarga; 20, 25, 20 y
35 afos que es cuando se iguala a la nuliparidad (Colditz y Rosner,

2000).

Una gran controversia ha generado la relacion entre el aporte
hormonal exdgeno (anticonceptivos y terapia hormonal sustitutiva) y
el riesgo de cancer de mama. Tras la publicacion de numerosos
macroestudios, con frecuencia contradictorios, puede establecerse
firmemente el significativo aumento de riesgo que aportan las terapias
hormonales, independientemente del estado menopausico. Las mujeres
que han usado anticonceptivos orales (ACO) presentan un 8% de
mayor riesgo, que aumenta si el uso ha sido reciente;< 5afios tras fin
de uso (Gierish et al., 2013). La seguridad del uso de preparados
sustitutivos de la menopausia (combinados estrégenos+progestagenos)
ha sido analizado en el Women's Health Initiative (WHI) que se trata
de un estudio aleatorizado realizado en 41.449 mujeres menopausicas
que se dividieron en un grupo de no uso de hormonas y otro de
mujeres en tratamiento hormonal. Las diferencias respecto al riesgo de
cancer de mama fueron de un 55% mas para el grupo de mujeres con
hormonoterapia (HR = 1.55, 95% CI = 1.41 to 1.70, P < .001)
(Chlebowski et al., 2013). En otros estudios realizados con mujeres
que utilizaban solamente estrogenos sustitutivos (no combinados)

también se ha demostrado el aumento de riesgo (Million, 2003).
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Historia Familiar

Pocas neoplasias han demostrado con tanta solvencia el
contexto de riesgo familiar como el cancer de mama. Existen
enfermedades genéticas como son el Sindrome de cancer de mama-
ovario familiar, que suponen el 10% del total de los canceres de
mama, y que se asocian a alteraciones de diversos genes (BRCAI,
BRCA2) que pueden conferir un riesgo a las portadoras entre el 20 y
el 80% de padecer un cancer de mama y/o de ovario (Mavaddat et al.,
2013). Existen otras alteraciones genéticas menos conocidas y algunas
que aun no se han determinado. Este hecho queda representado en el

siguiente grafico:

Emerging Genes & Loci
(CASP8, FGFR2, TNRCSY,
MAP3K1, LSP1,
2q25, 5p12, 8q24)

<5%
Unknown &
candidate genes,
polygenic susceptibility
“‘Sporadic” ~50%
BRCAT
20%

BRCAZ
20%

CHEK2
5%
TP53
PTEN, ATM, STK11/LKB1, =1%
MSH2Z/MLH2, BRIP1,
PALB2, RAD50, NBS1
=1%

Figura 1.23. Alteraciones genéticas como causa del cancer de mama.
Fuente; DeVita VT et al Cancer: Principles & Practice of Oncology, 9th Ed. 2011

No obstante, la mayoria de los casos son esporadicos ya que no
se pueden determinar alteraciones genéticas conocidas, lo cual no
implica que las mujeres con antecedentes familiares de primer o
segundo grado estén exentas de riesgo familiar. Asi el riesgo relativo

suele oscilar entre 2 y 4 dependiendo de que sea 1 o 2 antecedentes de
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primer grado y de la temprana edad o bilateralidad de estos casos

(Collaborative, 2001).

Enfermedad Mamaria

» Densidad Mamaria; La densidad radiologica la aporta el

componente fibroglandular, habiéndose demostrado que
mujeres con alta densidad mamaria (>75%) tienen un riesgo 4
veces mayor que las mujeres sin alta densidad para la misma

edad (Mc Cormack y Dos Santos 2006).

» Enfermedad “Benigna” de la mama ; las lesiones benignas
tanto no proliferativas como proliferaitvas (fibroadenomas,
quistes, hiperplasia tipica, mastitis, lesiones apocrinas,
papiloma intraductal ) no se relacionan con riesgo de cancer de
mama. Sin embargo, hay una lesiéon proliferativa que es la
hiperplasia atipica que aporta alto riesgo, en torno al 4%
(Degnim et al., 2007).

» Cancer de mama previo ; Pacientes que han sufrido un cancer

de mama o un carcinoma ductal in situ tienen un riesgo
aumentado en un 4% de padecer cancer de mama contralateral
dependiendo de factores hormonales y terapéuticos

individuales para cada paciente (Nichols et al., 2011).

Estilo de vida y habitos
Son los factores mds importantes precisamente por ser
modificables y permitir actuar desde el enfoque de prevencion

primaria.

Dieta; Existen leves evidencias de que las dietas con carne roja y
grasas actian como factor de riesgo pero esto no ha podido

demostrarse. Un trabajo muy reciente del grupo GEICAM publicado
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este afio, demuestra que la dieta occidental es un factor de riesgo

significativo (OR1.46;95% CI 1.06-2.01) mientras que la
mediterranea (fruta, verduras, legumbres, pescado, patata y aceite
oliva) actuia como factor protector (OR 0.56 ;95% CI 0.40-0.79)
(Castello et al., 2014).

Tabaquismo; el riesgo de cancer de mama es un 12% mayor en las
mujeres fumadoras y un 9% en las exfumadoras con respecto a las
mujeres que nunca han fumado (Gaudet et al., 2011)

El consumo de alcohol; es un claro elemento de riesgo ya que por

cada 10 gr/dia de consumo de alcohol aumenta el riesgo un 9% (RR
1.09) (WCREF/AICR, 2010)

Radiaciones Ionizantes; La radiacion administrada en la juventud por

ejemplo en supervivientes de linfoma Hodgkin o adquirida por
accidentes nucleares es un claro carcindgeno que incrementa el riesgo
entre un 13-20% (Henderson et al., 2010)

Vitamina D; Diversos estudios han relacionado los niveles
plasmaticos bajos de vitamina D (25-OH-vitaminaD) con riesgo de
cancer de mama. Asi en mujeres menopausicas los ascensos de
niveles por encima de 25ng/mL y hasta 35ng/mL, suponen una

disminucion del riesgo (Bauer et al., 2013)

Otros Factores

Existen multitud de factores cuyos estudios no han sido
concluyentes y por tanto solo los citamos para su mero conocimiento;
medicamentos (AINEs), vitaminas, cafeina, abortos previos,

tabaquismo pasivo, agentes quimicos, soja, trabajo nocturno, etc.
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1.3.3 Factores Protectores

La lactancia ha demostrado que ejerce de factor protector para
lo que debe durar al menos 6 meses y su eficacia es maxima por
encima de un afio. En el macroestudio del Grupo Colaborativo que es
un metaanalisis de 47 estudios donde se incluyeron mas de 150.000
mujeres se demostro la reduccion del riesgo relativo en un 4.3% para
las mujeres que dieron lactancia durante un periodo mayor a 12 meses
(Collaborative Group, 2002).

La realizacion de actividad fisica (ocupacional o no
ocupacional, con respecto a la inactividad fisica) disminuye el riesgo
de cancer de mama en un 23% segun se refleja en un metaanalisis de
6 estudios prospectivos (Wu et al., 2013).

Respecto a la alimentacion se ha demostrado que una alta
ingesta de frutas y verduras con respecto a una baja ingesta, reduce el
riesgo de cancer de mama en un 11% (Aune et al., 2012). Asimismo
como ya se ha comentado, la dieta mediterranea ejerce un claro efecto

protector.

1.4 Prevencion y Diagnéstico Precoz del cancer
de mama.

Puede realizarse la prevencion de varias formas. En primer
lugar puede actuarse sobre los factores de riesgo evitando asi la
aparicion de la enfermedad (prevencion primaria); se actia sobre
los factores ambientales promoviendo una vida mas saludable,
evitando los tratamientos hormonales, favoreciendo la lactancia etc.

Respecto al riesgo genético se efectua lo que se ha dado en llamar el
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Consejo Genético que se trata de calcular el riesgo de cada mujer

segun las alteraciones genéticas detectadas en los andlisis, y asi
sugerir distintas actitudes preventivas. Segun cada caso puede
indicarse desde solo vigilancia periddica de la mujer hasta incluso la
mastectomia bilateral profilactica o preventiva en situaciones

especiales.

Otra forma de prevencion primaria es la quimioprofilaxis que
consiste en la administracion de farmacos, con caracteristicas
“antihormonales”  (antagonistas, bloqueadores de receptores
estrogénicos o inhibidores de la secrecion hormonal ovarica o
suprarenal), en mujeres de riesgo durante un tiempo determinado,

para disminuir las posibilidades de que desarrollen la enfermedad.

Actualmente la estrategia que ha tenido mas resultados y
mayor implantacion es la prevencion secundaria o diagndstico
precoz; es decir la deteccion de la enfermedad en las fases precoces,
cuando tiene un tratamiento muy asequible y un buen prondstico.
Para ello se han utilizado diferentes métodos, siendo los mas
conocidos la exploracion mamaria y la mamografia. En Andalucia
existe un Programa de Deteccién Precoz, puesto en marcha por la
Consejeria de Salud en 1995 y basado en la realizacion de
mamografias bianuales a todas las mujeres censadas de edades

comprendidas entre 50 y 69 afios.

En general, para prevenir el cancer de mama, se podrian

hacer las siguientes recomendaciones a las mujeres:

-Habitos de vida saludable; evitar tabaco y alcohol, realizar actividad

fisica regular y adoptar la dieta mediterranea.
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- Modificaciones en los comportamientos reproductivos, en la medida

de lo posible. Dar lactancia siempre que se pueda y evitar

tratamientos hormonales prolongados.

- Practicar la autoexploracion mamaria mensual y acudir a su médico

ante alguno de los sintomas de alarma
- Colaborar con los Programas de Diagndstico Precoz.

- Realizar vigilancia especial en caso de que exista alto riesgo de

contraer la enfermedad.

- Consultar con su médico de familia o especialista ante cualquier

duda o existencia de signos de alarma.

1.5 Marcadores Tumorales para el cancer de
mama

1.5.1 Marcadores Tumorales en Oncologia. Su utilidad
en diagnoéstico precoz.

Los Marcadores tumorales son sustancias proteicas
producidas por las células tumorales y por tanto facilmente
detectables mediante reconocimiento antigeno-anticuerpo, tanto en
sangre como en los tejidos. El Grupo de Trabajo Biomarcadores NIH
define un marcador bioldgico ( biomarcadores) como una
caracteristica que se mide y se evalia objetivamente siendo un
indicador de procesos biologicos normales, procesos patogénicos, o
respuestas farmacologicas a una intervencion (Biomakers, 2001).Su
aplicacion clinica depende del tipo de tumor, pero generalmente se
usan en el estudio de extension inicial tras la extirpacion del tumor,

como valoracion de la respuesta al tratamiento y también en el
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seguimiento del paciente como detector de una probable recaida

precoz. La sensibilidad y especificidad del marcador depende de sus
caracteristicas y de su aplicacion para un tumor determinado. Sin
embargo, su utilidad maxima seria en el diagndstico precoz, ya que
con un simple analisis de sangre podriamos hacer un screening de un

tumor a nivel poblacional.

El descubrimiento de un biomarcador es un proceso complejo.
En primer lugar hay que identificar las sustancias susceptibles de
estudio y los métodos bioquimicos para detectarlas. Una vez
detectados, el siguiente paso es el desarrollo de métodos apropiados
para su medicion de rutina; la valoracion de parametros analiticos
clave, tales como la estabilidad del analito, precision cuantitativa,
complejidad de la técnica, veracidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad, rendimiento analitico, etc. Posteriormente
se procede a una valoracion clinica. Se recomienda la comparacion de
un grupo de enfermos (casos) uniformes en cuanto al tipo de
enfermedad y un grupo de personas sanas (controles) con similares
caracteristicas personales que el grupo de casos. La determinacion del
tamafio muestral es un asunto clave y requiere de la planificacion
conjunta de bioestadisticos, clinicos y bioquimicos (Solberg, 1987,

1988).

Por ultimo estos resultados deben confirmarse en grandes
estudios randomizados y multicéntricos para determinar la verdadera
utilidad del marcador que permita su uso global. La autoridades
regulatorias y las empresas tecnologicas culminan este largo proceso

con la comercializacion del mismo.

Quizas la mejor manera de demostrar la lenta evolucion del

proceso de biomarcadores es por medio de un ejemplo. El antigeno
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carcinoembrionario (CEA) es el marcador tumoral mas ampliamente

utilizado y su medicidon puede ser util en el manejo de pacientes de
cancer de mama. La siguiente seccion de esta tesis (Antecedentes)
ilustra algunos de los trabajos que nos ayuda a comprender el papel
actual de la determinacion del CEA en el manejo del cancer de

mama.

Podemos distinguir dos tipos de marcadores dependiendo

donde se determinen;

Marcadores sanguineos; sustancias detectadas en plasma sanguineo

sin que por ello implique que exista aln un tumor macroscopico
productor de proteinas tumorales. Ademas de para el estudio de
extension y el seguimiento, estos marcadores son utiles en la
deteccion precoz del cancer ya que pueden elevarse en las fases
iniciales de la enfermedad. Es pues este tipo de marcadores el que nos
resulta interesante explorar en nuestro trabajo. A modo de ejemplo,
los mas utilizados en la practica clinica podemos encontrarlos en la
siguiente tabla. Donde observamos también en qué tumores se utilizan
preferentemente cada marcador, a pesar de que muchos de ellos no
son especificos para un solo tumor. Podemos asumir que el uso

descrito coincide con la préctica clinica habitual en nuestro entorno.

Tabla 1.9. Marcadores sanguineos mas utilizados en oncologia.

MARCADOR(Sérico) UTILIDAD (Tipo de Cancer)
CEA Colorectal
Ca. 19.9 Colorectal, Ovario, Gastrico, Pancreatico
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Ca. 125

Cal53
PSA
alfaFetoproteina

B-HCG

78
Ovario

Mama
Prostata
Germinal, Hepatico

Germinal, Placentarios

Fuente Propia

Marcadores Histopatologicos y Genéticos; son marcadores que se

determinan sobre el tejido tumoral. Son de gran utilidad en oncologia

ya que aportan valor prondstico y predictivo de respuesta a un

determinado tratamiento. En la época actual en la que el tratamiento

oncoldgico es dirigido y personalizado, la determinacion de estos

marcadores es imprescindible para una correcta planificacion

terapéutica. Sin embargo carecen de valor en el diagnostico precoz ya

que se determinan en enfermos y no en grupos de riesgo de personas

sanas. Los mas utilizados son los resefiados en la siguiente tabla.

Tabla 1.10. Marcadores histopatolégicos mas utilizados en oncologia.

MARCADOR (Histolégico)

UTILIDAD (Tipo de Céncer)

Receptores Hormonales

- R. Estrogeno
- R. Progesterona

Her2-neu

Ki-67

EGFR, ALK
K-RAS /N-RAS
C-myc

BRAF

Mama

Mama, Gastrico
Neuroendocrinos, Mama
Pulmon

Colorectal

Linfomas, leucemias

Melanoma

Fuente Propia

En referencia a los marcadores sanguineos que son los que

interesan en nuestro trabajo, exponemos una tabla resumen (tabla
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I.11) que contiene las caracteristicas principales de los marcadores

tumorales y sus indicaciones en oncologia.

Tabla 1.11; Caracteristicas principales de los Marcadores Tumorales.

Marcador Caracteristicas Niveles Significacion Clinica
Normales

CEA Glucoproteina <5 ng/ml -Cancer colorectal,

(antigeno oncofetal expresada en tumores digestivos, mama

carcinoembrionario) células de mucosa. o pulmoén.

- EPOC, cirrosis, colitis,
artritis, fumadores

Ca. 19.9 Glucoproteina sialica <40 U/ml -Cancer colorectal, ovario
drivada del grupo pancreatico, biliar,
sanguineo LewisA gastrico.

-Enfermedad inflamatoria
intestinal, pancreatitis,
litiasis biliar

Ca. 125 Es una glicoproteina <35 U/ml -Cancer epitelial de
de alto PM expresada Ovario
por el epitelio -Ca. endometrio, pulmon
celémico durante el o colon
desarrollo -Endometriosis,
embrionario.Es un peritonitis, pleuritis,
componente normal de enfermedad pélvica
la superficie epitelial inflamatoria
del tracto genital
femenino y del
peritoneo.

Cal153 Es una proteina <30U/ml - Cancer de mama precoz
epitelial polimorfica o generalmente avanzado
de alto PM -Puede elevarse también
perteneciente a la en cancer pulmoén, ovario
familia de las mucinas o colon.
expresado en el polo -Enfermedad benig. mama
apical del epitelio,
ductos y alveolos de la
glandula mama

PSA Glucoproteina <4 ng/ml -Cancer Prostata

(antigeno prostatico  sintetizada por células -Prostatitis, biopsia

especifico) prostaticas prostata

AlfaFetoproteina Proteina de origen <10 U/ml - Hepatocarcinoma y
fetal tumores germinales.

No aparece en adultos -Hepatitis cronica,

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA




II. INTRODUCCION

80

Cirrosis

B-HCG Es una glucoproteina <5U/ml -Tumores Germinales y
sintetizada por las Placentarios
células -Embarazo
sinciotrofoblasticas de
la placenta.

Ca 27-29 Glucoproteina MUC1 <40 U/ml -Cancer de mama
presente en la -C. colon, rinén, pulmoén
superficie apical de ovario, pancreas.
cel. Epiteliales. -

(similar a Ca 15.3) Endometriosis,enfermedad
mamaria benigna

NSE Proteina producida por < 13 ng/ml -Ca. microcitico

(Enolasa) el tejido neuronal. pulmonar, neuroblastomas

neuroespecifica -Melanoma

S-100 Proteina segregada por <0.15ng/ml  -Melanoma
células de melanoma

Cifra 21.1 Componente de la <3.3ng/ml - Cancer pulmén
citoqueratinal9 -Hepatitis, neumonias,

Insuficiencia renal.

Cromogranina A Producida por células < 100 ng/ml -Tumores Carcinoides
secretoras de tumores digestivos o pulmonares
carcionides -Toma de omeprazol

Calcitonina Hormona  producida < 11.5pg/ml -Ca. medular tiroides
por células C-
parafoliculares
tiroideas

Tiroglobulina Proteina secretada por < 70 ng/ml -Ca. Tiroides
la glandula tiroidea -Tiroiditis

SCC Producido por células < 1.5 ng/ml - Ca Epidermoides(cérvix,
escamosas pulmon, laringe y ano)

-1. renal, psoriasis,
neumon.

Fuente propia

Ya hemos comentado la utilidad clinica de los marcadores

tumorales en oncologia. Tanto a la hora de realizar el estudio de

extension, como de evaluar los resultados de un tratamiento como

descartar recidivas en el seguimiento periédico. Como claros ejemplos
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podriamos citar a varios marcadores con alta sensibilidad y

especificidad cuyo uso clinico estd aceptado y es generalizado en

nuestro medio;

» Ca 125 para cancer de ovario; detectar recaidas y respuesta al

tratamiento.

» PHCG vy o-fetoproteina en tumores germinales; para el
diagnéstico inicial, como factor prondstico, para evaluar la

eficacia terapéutica y para el seguimiento

» CEA en el seguimiento clinico del carcinoma colorectal y para

monitorizar la eficacia del tratamiento

» a-fetoproteina en el diagndstico inicial del hepatocarcinoma y

efectividad de su tratamiento.

» PSA en el diagnostico precoz de grupos de riesgo para cancer
de prostata, en la evaluacion del tratamiento y en el

seguimiento oncologico.

> Ca 15.3 en la monitorizacion de la eficacia del tratamiento

hormonal o citostatico del cancer de mama metastasico.

El paradigma del uso de marcadores en oncologia bien podria
ser el PSA (Antigeno prostatico especifico). Se trata de una
glicoproteina sintetizada por células de la prostata, también llamada
calicreina III, bioquimicamente es una enzima serin-proteasa de 34
kD, cuyo gen se localiza en el cromosoma 19. La funcion es la
disolucion del codgulo seminal, por lo que se encuentra en altas

concentraciones en el semen, pero solo en niveles muy pequefios en
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sangre periférica. En plasma suele unirse a proteinas aunque un

pequefio porcentaje circula de forma libre (PSA libre).

El PSA revolucioné la deteccion del cancer de prostata.
Inicialmente el PSA se introdujo como un marcador tumoral para
detectar la recurrencia del cancer o progresion de la enfermedad
después del tratamiento, siendo ampliamente usado desde los afos 80
hasta la actualidad. Posteriormente, se plante6 su uso para la
deteccion precoz de la enfermedad generalizandose en poco tiempo y
siendo adoptado por las principales sociedades cientificas (Mettlin et
al., 1993) (American, 1992). Teniendo en cuenta que el cancer de
prostata es el mas frecuente en el hombre, el impacto a nivel mundial
que ha supuesto el screening con PSA es espectacular. La prueba de
PSA condujo a un dramatico aumento en la incidencia de cancer de
préstata; la mayoria de estos tipos de cancer recién diagnosticados
eran en fase temprana lo que facilité su curacion mediante cirugia

(prostatectomia radical) y la radioterapia.

Sin embargo, la deteccion del cancer de prostata ha sido un tema
controvertido porque se adoptd su uso generalizado sin conocerse su
verdadera eficacia en ensayos clinicos previos. El hecho de que
existan falsos positivos con el coste asociado y de la tasa de
sobrediagnodstico de tumores de bajo grado que clinicamente nunca

darian repercusion ha generado que se replantee su uso.

La publicacion reciente de dos grandes estudios parece haber
aclarado esta cuestion. El ensayo americano PLCO fue publicado en
2009, realizado en 76.693 hombres no encontraron beneficios de PSA
anual y un examen rectal digital de deteccion después de 7 a 10 afos
de seguimiento (Andriole et al., 2009). Simultdneamente se publico el

Estudio Aleatorio Europeo de Screening para el cancer de prostata
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(ERSPC) donde se reportd un pequeiio beneficio en la supervivencia

absoluta con la prueba de PSA después de nueve afios de seguimiento,
sin embargo se reportaban considerables dafios potenciales de los
tratamientos agresivos, como la disfuncion eréctil, incontinencia
urinaria y problemas intestinales (Schroder et al., 2009). Las
principales guias oncoldgicas incorporaron la recomendacion de no
realizar screening rutinario con PSA para el cancer de prostata.
Aunque en pacientes seleccionados (grupos de riesgo, con
sintomatologia, con expectativa de vida superior a 10 afos, etc.)
podria seguir realizdndose a partir de los 50 afios, siempre que se le
explique las ventajas e inconvenientes de dicho seguimiento (Brett y

Ablin, 2011; Basch et al., 2012).

1.5.2 Utilidad de los Marcadores Tumorales en el

diagnéstico precoz del cancer

La busqueda de la validacion de un determinado marcador que
pudiera servir para el diagndstico precoz de un determinado tumor,
especialmente si este tumor es frecuente, supone un reto mayusculo en
oncologia. La repercusion clinica del diagnostico precoz y la
prevencion secundaria en general tienen mayor impacto que cualquier
avance terapéutico, como ya comentamos aplicado a cdncer de mama

en el apartado anterior.

Sin embargo, la medicion del nivel de los marcadores
tumorales puede ser util, cuando se utiliza junto con radiografias y
otras pruebas diagnoésticas, para la deteccion y el diagndstico de

algunos tipos de céncer. Ya que en principio, la medicion de los
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niveles de los marcadores tumorales por si sola no es suficiente para

diagnosticar un cancer por las siguientes razones:

v" El nivel de un marcador tumoral puede elevarse en personas
con condiciones benignas (falsos positivos; poca
especificidad).

v El nivel de un marcador tumoral no se eleva en todas las
personas con cancer, especialmente en las etapas tempranas de
la enfermedad (falsos negativos; poca sensibilidad).

v" Muchos marcadores tumorales no son especificos a un tipo
particular de céncer; el nivel de un marcador tumoral puede
aumentar como consecuencia de mas de un tipo de cancer.

v La variabilidad de los niveles de determinados marcadores
analizados para un mismo paciente, producido por numerosos

motivos fisioldgicos.

Las caracteristicas que debe reunir una determinada prueba
de screening para ser util dependen de varios factores que pueden
agruparse en los criterios Wilson (Wilson y Jugner, 1969) Tabla 1.12.
Estos criterios siguen siendo validos hasta hoy, aunque recientemente
se tiende mas a realizar una valoracion global entre ventajas en salud

publica y los perjuicios de cualquier programa nuevo (Harris et al.,

2011).
Tabla 1.12. Caracteristicas basicas exigibles a los criterios de
screening.
Caracteristicas de los estudios de screening

En relacion a la enfermedad Fase presintomatica identificable

Tratamiento eficaz

Problema de salud publico
En relacion a la poblacién Definida y accesible

Eficacia probada en ensayos
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En relacion al programa aleatorios
Planificacion previa
Acceso a la poblacion garantizado
Garantizar diagndstico y
tratamiento

En relacion a la prueba Eficacia
Sensibilidad
Especificidad
Valor predictivo
Reproducible, sencilla, segura y
barata
Aceptada por la poblacion y
sanitarios

Fuente; Wilson 1969

Los canceres de mama, cérvix, colon y prostata relinen estos
criterios y son enfermedades donde la deteccion precoz estd
asegurada. También podemos comprobar como son de exigentes los

requisitos en relacion a la prueba diagnostica.

En el caso del cancer de mama, se adapta a la aplicacion de
una prueba de cribado. Si la prueba fuera una simple determinacion
plasmatica, seria una prueba sencilla, segura, reproducible, barata
segun se generalizada su uso, aceptada por la poblacion y personal
sanitario. Unicamente deberia demostrar su utilidad o eficacia y
mantener unos limites aceptables de sensibilidad-especificidad. Este
hecho es lo que anima a investigadores como nosotros a ahondar en la
busqueda de un marcador sanguineo que pueda utilizarse en el
diagnostico precoz de un problema sanitario de primer orden como es

el cancer de mama.
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1.5.3 Marcadores Tumorales en Cancer de Mama

En cancer de mama, se han utilizado diferentes marcadores
tumorales. Los mas utilizados son los marcadores histopatologicos
que se determinan sobre el tejido tumoral y tienen un claro valor
pronostico y predictivo de respuesta a tratamiento. Los mas utilizados
son los receptores hormonales (receptores de estrogeno y de
progesterona) y el Her2. También se han utilizado otros marcadores
biomoleculares como son UPA (uroquinasa activadora de
plasmindgeno) y su inhibidor PAI, ciclina E, catepsina D, p53, ki 67,
CTC (células tumorales circulantes) etc. Ninguno de estos marcadores
se han estudiado en el contexto del diagnostico precoz del cancer de

mama por lo que no seran objeto de nuestro estudio.

Como ya dijimos, los marcadores sanguineos son sustancias
proteicas segregadas por el tumor y detectables en el suero de los
pacientes. En oncologia en general y en cancer de mama en particular
tienen un uso en la fase postcirugia como complementacion del
estudio de extension, en el seguimiento del tumor y sobre todo en la

valoracion de la respuesta al tratamiento.

La potencialidad de uso de marcadores en cualquiera de las
fases de la enfermedad es amplia y se adapta a las caracteristicas y
necesidades de cada fase. Podemos comprobarlo en el siguiente

esquema (figura 1.24).

En céncer de mama los marcadores mas usados son el CEA y
el Ca 15.3. En USA también se le afiade el Ca 27-29. Sin embargo tras
multitud de estudios no se ha podido determinar la verdadera utilidad
de estos marcadores ni como estudio de extension, ni tampoco en el

seguimiento periddico. Su utilidad clinica se reserva para evaluar la
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respuesta al tratamiento oncoldgico. En 2012 la actualizacion de las

guias ASCO de seguimiento en cancer de mama desaconsejan el uso
generalizado para el seguimiento de pacientes asintomaticos

(Khatcheressian et al., 2012) (Figura 1.25).

Por tanto actualmente deberia restringirse el uso de
marcadores tumorales en cancer de mama a la valoracion de la
respuesta al tratamiento de las pacientes con enfermedad activa. En
las recomendaciones sobre el uso de marcadores en cancer de mama
publicadas en 2007 se establecio el uso de CA 15.3 y/o CA 27.29
como monitorizacion del tratamiento en pacientes metastasicas

(Harris et al., 2007).

Clinical spectrum of breast cancer

Normal High risk

Carcinoma

Insitu Invasive Micro-metastatic Detectable metastatic

Regional lymph nodes Distant organs

Bone marrow
Blood

Risk categorization

I Screening for new primary ]

Differential diagnosis

| Prognosis and prediction

Monitoring disease status
Screening for occult metastases
Determination of progression

Figura 1.24. Espectro clinico del cancer de mama y la potencialidad de
uso de los marcadores tumorales.

Fuente; Breast Oncology Program of the Comprehensive Cancer Center, and the
Department of Internal Medicine, University of Michigan Health and Hospital System, Ann
Arbor,Michigan, 2014.
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Tabla 1.13. Cuadro resumen sobre las guias de seguimiento del
cancer de mama; Guidelines ASCO 2012

THE BOTTOM LINE

ASCO GUIDELINE UPDATE

Breast Cancer Follow-Up and Management After
Primary Treatment: American Society of Clinical
Oncology Clinical Practice Guideline Update

Intervention
® Modes of surveillance for patients with breast cancer who
have completed primary therapy with curative intent

Target Audience

e Medical oncologists, primary care providers, oncology
nurses, surgical oncologists, pathologists, and nuclear medi-
cine specialists

Key Recommendations

e Regular history, physical examination, and mammography
are recommended

e Examinations should be performed every 3 to 6 months for
the first 3 years, every 6 to 12 months for years 4 and 5, and
annually thereafter

e For women who have undergone breast-conserving surgery,
a post-treatment mammogram should be obtained 1 year
after the initial mammogram and at least 6 months after
completion of radiation therapy; thereafter, unless otherwisqg
indicated, a yearly mammographic evaluation should be
performed

e Use of CBCs, chemistry panels, bone scans, chest radio-
graphs, liver ultrasounds, computed tomography scans,
['®*F]fluorodeoxyglucose—positron emission tomography
scanning, magnetic resonance imaging, or tumor markers
(carcinoembryonic antigen, CA 15-3, and CA 27.29) is not
recommended for routine breast cancer follow-up in an
otherwise asymptomatic patient with no specific findings on
clinical examination

Methods
e A comprehensive systematic review of the literature was
conducted, and an Update Committee was convened to re-
view the evidence and develop guideline recommendations

A Data Supplement (including evidence tables) and clinical tools and
resources can be found at http://www.asco.org/guidelines/
breastfollowup

Fuente; Khatcheressian 2012

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



II. INTRODUCCION 89

1.5.4 Importancia del Biomarcador en el diagnostico

precoz del Cancer de Mama.

Las técnicas actuales disponibles para la deteccion precoz del
cancer de mama son la mamografia, la autoexploracion mamaria y la
exploracion fisica periddica en mujeres de riesgo. La aplicacion de
estas politicas ha permitido detectar una mayoria de los canceres de
mama tempranos y por tanto un descenso en la mortalidad por cancer
de mama estimado entre el 20-40% (Berry et al., 2005; Kalager et al.,
2010; Weedon et al., 2014).

Sin embargo tienen grandes limitaciones, puestas de
manifiesto en la publicacion de un controvertido estudio canadiense

(Miller et al., 2014);

e No cubre franjas de edad donde esta aumentando la incidencia
como son las mujeres menores de 40 anos.

e Implican una alta tasa de falsos positivos, biopsias
diagnosticas y sobrediagndstico de lesiones de bajo grado.

e Su utilidad es alta para poblaciéon general pero son
insuficientes para algunos subgrupos de mujeres; no se
adaptan especificamente al grupo de mujeres de alto riesgo, ya
que éstas precisan controles mas frecuentes y técnicas
adicionales de diagndstico precoz.

e Poca utilidad en mujeres jovenes cuyos tumores son a menudo
mas agresivos.

Se requieren por tanto enfoques diagnosticos alternativos que
aunque no sean perfectos, conserven una utilidad que asociada al resto

de métodos consigan aumentar la especificidad y sensibilidad de los
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mismos. De esta forma en la Gltima década se han invertido muchos

esfuerzos investigando en la busqueda del “Biomarcador perfecto”.
Este marcador deberia cumplir las condiciones de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo, coste bajo, no invasivos y sobre todo
ser reproducible y contrastado en meticulosos estudios clinicos. La
heterogeneidad del cancer de mama ha complicado mucho esta tarea
pero el avance imparable de la biotecnologia esta facilitando el
estudio de multiples biomarcadores de varias clases moleculares
incluyendo; proteinas, metabolitos, mMRNA, microRNA, ADN,
péptidos pequefios y otras sustancias. Especialmente son utiles las
técnicas de determinacion genética como la hibridacion fluorescente
insitu (FISH) ya que abren un campo nuevo al atribuir a las
alteraciones cromosomicas un posible uso como marcador de la

transformacion invasiva (Das y Tan, 2013).

La posibilidad de que existan mejores resultados combinando
diferentes perfiles de sustancias obtenidas por similares o distintos
métodos aumenta también la probabilidad de éxito, por lo que es una
nueva estrategia en esta area de investigacion (Pepe y Thompson,

2000).

En los ultimos afos diferentes sustancias se han estudiado para este
fin; proteinas (Callesen et al., 2008a, 2008b), lipidos (Franky et al.,
2008), glicoproteinas-carbohidratos (Kirmiz et al., 2007; Cho et al.
2008), anticuerpos (Chapman et al., 2007) y otros metabolitos
(Claudino et al., 2007). Sin embargo no se ha logrado definir un perfil
de biomarcador o combinacion de ellos con la suficiente sensibilidad
para recomendar su uso generalizado en la deteccion precoz del

cancer de mama.
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En el capitulo siguiente que engloba los Antecedentes,

analizaremos los marcadores objeto de nuestro trabajo y los estudios
mas recientes y completos acerca de los mismos. Este analisis nos
permitira comprender mejor su utilidad y el motivo de su seleccion

para este estudio.
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CAPITULO II: ANTECEDENTES
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2. Antecedentes

2.1 Revision actualizada sobre el uso de
Biomarcadores en el diagnéstico precoz del Cancer de

Mama.
2.1.1 Prolegémenos

Hemos descrito ya la importancia que supondria la identificacion
de marcadores capaces de detectar la enfermedad en fases precoces. Pues
bien, actualmente los grandes consensos no han determinado la dimension

de esta utilidad.

Es cierto que numerosos investigadores se han dedicado a la
busqueda de esa “piedra filosofal” pero los resultados no han sido
concluyentes. En el capitulo anterior se describi6 como en las
recomendaciones sobre el uso de marcadores en céncer de mama
publicadas en 2007 se establecio el uso de CA 15.3 y/o CA 27.29 como
monitorizacion del tratamiento en pacientes metastasicas (Harris et al.,
2007). Se descartd asi otros usos como en el diagnodstico precoz o el
estudio de extension inicial. El Grupo Europeo de Marcadores Tumorales
(EGTM) con sede en Praga, publica unas guias disponibles en su web

(http://www.egtm.eu/professionals/breast_cancer# ednl) en las que

analiza la utilidad de los marcadores en cancer de mama, y concluyen que
dado que la sensibilidad de los mismos en enfermedad precoz es baja (15-
35%) no se recomienda su uso para diagnostico precoz, ya que podrian ser
negativos en pacientes cribados que tuvieran realmente la enfermedad
(Molina et al.,, 2014). La Academia Nacional de Bioquimica Clinica
americana (NACB) establecio en 2009 un consenso sobre el uso de
marcadores en determinados tumores (Catharine y FEleftherios, 2009;
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Sturgeon et al., 2008) estableciendo para cancer de mama que el CA 15.3,

CA 27.29 o CEA no son lo suficientemente sensibles como para ser
utilizados en screening. Incluso extensas revisiones actualizadas siguen
sin definir el papel de los marcadores en el diagnostico precoz del cancer

de mama (Paoletti y Hayes, 2014; Dufty, 2013).

Parece pues que a priori la literatura no recomienda el uso de
marcadores en el diagndstico precoz del cancer de mama. Sin embargo

hay que realizar dos consideraciones en este aspecto;

1%.-. Los consensos aludidos aunque recientes, se basaban en trabajos
publicados en la década de los 90 o de primeros de siglo XXI. Algunos de
los trabajos maés relevantes lo encontramos en una bibliografia que hemos
seleccionado sobre el valor como diagnostico precoz de Ca 15.3, Ca 27.29
y CEA; (Molina et al., 1998, 2003; Gion et al., 2002; Ebeling et al.,2002;
Dnistran et al., 1995; Duffy et al., 2004 y 2006; Chan et al. 1997).

Sin embargo numerosos investigadores estan realizando estudios
actuales con los marcadores habituales, con nuevos marcadores o con la
combinacion de ellos, obteniendo resultados iniciales prometedores (Park
et al, 2012; Moazzezy et al, 2014). A pesar de que hasta ahora no existen
grandes estudios de revision sistemdtica ni ensayos controlados con
evidencia firme, comienzan a surgir trabajos que estan determinando un

papel relevante para distintos marcadores como veremos mas adelante.

2%.- La segunda consideracion al argumento de la falta de utilidad de los
marcadores en el diagnostico precoz es que precisamente el enfoque de
esta utilidad no tiene porqué ser necesariamente para el diagnostico precoz
como unico método valido, sino complementario a otros métodos de
diagnostico precoz. Ni siquiera exclusivamente en fases iniciales; ya que
podria ocurrir que la eficacia en deteccidon precoz preclinica en mujeres
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asintomaticas fuera pobre pero se elevase en mujeres en fase clinica de la

enfermedad. De esta forma servirian de apoyo al diagnostico diferencial
cuando el contexto clinico o radioldgico no estuviera claro. Mas del 80 %
de las biopsias de lesiones dudosas en mamografias (casi todas con
diagnostico radioldgico BIRADS III) tienen resultado de benignidad. Este
sobrediagndstico genera unos costes al sistema sanitario y angustias en la
paciente innecesarios. Si con un tercer método asociado a la exploracion
clinica y radiologica pudiéramos discriminar los casos de riesgo donde
estuviera indicada la biopsia se optimizarian los recursos y mejorarian los
resultados. Es por tanto que la utilidad de los biomarcadores en
diagnodstico precoz va mas alla de un Unico método valido como
screening, sino que bastaria con servir de medio complementario y de
apoyo a la radiologia en los programas de deteccion precoz. Incluso seria
valida su utilidad como método complementario en pacientes no
pertenecientes al screening con diagndstico radioldgico de probable cancer

de mama.

2.1.2 Revision actualizada de estudios sobre el uso de
marcadores tumorales como diagnéstico precoz en

cancer de mama.

Varios investigadores han analizado distintos marcadores
tumorales (generalmente Cal5.3 y CEA) en pacientes con cancer de mama
aun no tratadas. Con frecuencia son estudios casos-control y sus disefios se
acercan mucho al desarrollo de nuestro trabajo siendo éste mas ambicioso
y completo si cabe. Pero a pesar de tratarse de los dos marcadores cuyo
uso estd mas extendido en cancer de mama, no existe bibliografia
suficiente que avale su uso en las fases precoces; su principal problema es
la baja sensibilidad. Molina analizé los niveles de CEA y Ca 15.3 en
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muestras de 2062 pacientes con enfermedad localizada, obteniendo un

resultado positivo en tan solo 12.7% y 19.6 % respectivamente. Existia
clara correlacion entre la elevacion de los marcadores y el tamafio tumoral
o el TNM; de tal forma que las mujeres con tumores mayores tenian
mayores elevaciones (Ca 15.3; T1: 10,7 %; T2: 20,6 %; T3: 32,7 %; T4:
44,7%) concluyendo que su funcién podria estar relacionada mas con la
carga tumoral (factor prondstico) que con la deteccion temprana (Molina

etal., 2010).

Thriveni publico en 2007 un trabajo realizado con 207 casos de
mujeres con cancer de mama en fase pretratada y 75 controles sanas, a
las que se determinaba los niveles de Ca 15.3 y CEA; el aumento de Ca
15.3 fue significativo en tumores que al diagndstico estaban en fases
avanzadas (estadios III / IV y en Tumores grandes como T3), sin embargo
el CEA no se elevo con significacion frente a los controles. Podria
deducirse un cierto valor prondstico de Ca 15.3 coherente con el uso
clinico reconocido como es la monitorizacion de la enfermedad avanzada
en tratamiento (Thriveni et al., 2007). Un grupo irani ha publicado
recientemente un trabajo con 60 muestras (30 casos y 30 controles) donde
determinan preoperatoriamente los niveles de Ca 153 y CEA
encontrandose una clara significacion estadistica en la elevacion de ambos
marcadores en el grupo casos frente a los controles. El CEA se
correlaciona con el grado tumoral pero no con el otro marcador. A pesar
de lo limitado del estudio y de la muestra pequeia los resultados invitan a
realizar nuevos estudios en este campo (Moazzezy et al., 2014). Otro
estudio en la misma linea analiza el valor diagnostico de Ca 15.3 en 30
mujeres con cancer de mama y 20 controles encontrando significacion con
altos niveles de sensibilidad y especificidad (93% y 96% respectivamente)

(Ali et al., 2013).
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Otros estudios han relacionado la elevacion preoperatoria de los

marcadores Ca 15.3 y/o CEA como predictores de pronostico mas
desfavorable (Shao et al., 2015; Lee et al.,, 2013). También se han
ensayado otros marcadores menos usuales o sus combinaciones con los
estandares. Zhang analiz6 CEA, Ca 15.3, Ca 125 y VEGF (vascular
endothelial growth factor) en 65 pacientes intervenidas de cancer de mama
y 50 controles, obteniendo niveles plasmaticos significativamente mayores
en el grupo observacion frente al control, y fue mas evidente conforme
aumentaba el estadio y grado de la enfermedad (Zhang et al., 2013). Se
repiten nuevamente los resultados que relacionan una mayor carga tumoral
inicial (tumores mayores, afectacion ganglionar, estadios mas avanzados
al diagnostico, etc) con un mejor poder discriminatorio para un
determinado marcador; siendo mas significativo frente al grupo control en
este tipo de pacientes. Esta hipotesis se demuestra para la mayoria de
marcadores incluyendo Ca 27.29 (Rack et al., 2010). Otro estudio analiz6
la determinacion de distintos marcadores séricos y su valor prondstico en
cancer de mama; Her2/neu (expresion plasmatica), BCL2, CA15-3 y CEA
en un grupo de 89 pacientes con Estadios I y II de cancer de mama antes y
después de operarse. Se compararon con un grupo control de 40 mujeres
sanas. Todos los marcadores se elevaron significativamente frente al grupo
control y ademas se asociaron a recaida de la enfermedad (Samy et al.,

2010).

Queda pues claramente definido el valor pronéstico de estos
marcadores independientemente de su valor discriminatorio en situaciones
muy precoces de la enfermedad. Este hecho viene avalado por una reciente
publicacién china en una de las revistas de mayor prestigio en la materia.
Se trata de un estudio sobre la deteccion de Ca 15.3 y CEA en 470
pacientes con cancer de mama. Se observa que la elevacion de ambos

marcadores son predictores independientes de la supervivencia libre de
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enfermedad (SLE) y de la supervivencia global (SG). Asi por ejemplo al

SG a 5 afios en el grupo de CEA normal vs. CEA elevado fue de 89% vs
78%, y respecto al Ca 15. 3 fueron 91% vs 74%. (Wu et al., 2014). Otro
estudio realizado con 368 pacientes correlacioné los niveles preoperatorios
de CEA, Ca 125 y Ca 15.3 con los diferentes subtipos genéticos de cancer
de mama; los niveles preoperatorios elevados de Ca 15.3 se asociaron con
peor prondstico en los subtipos Luminlaes A, y los niveles elevados de
CEA se asocid a peor pronostico en los subtipos no luminales (Li et al.,
2014). Otros estudios se han dirigido al analisis de Ca 125 como marcador
independiente de cancer de mama elevado en situaciones de enfermedad

avanzada (Norum et al., 2011).

Sin embargo existen otros marcadores que también se han
estudiado en el cancer de mama pero cuyos resultados han sido negativos
0 poco concluyentes; es el caso de Cifra 21.1 (Giovanella et al., 2002),
NSE (Franjevi¢ et al., 2012), a-fetoproteina (Sturgeon et al., 2009) y Ca
19.9 (Urban y Catane, 2009).

Otra estrategia interesante es la que realizan varios grupos que han
disefiado complejos paneles que se componen de muchas sustancias
basicamente proteicas para analizarlas conjuntamente en una muestra de
sangre. Podemos destacar el trabajo de un grupo americano (Zhang et al.,
2013) que estudia la aplicacion de cinco paneles de marcadores a 130
mujeres (67 casos y 63 controles) obteniendo niveles altos de sensibilidad
(85%, 63%). Otro grupo francés realiza un estudio dirigido a mujeres
jovenes, diseniando un panel de 13 marcadores conocidos que determinan
en 396 muestras (CDIS= 87+ C Infiltrante TINO= 153 + Controles= 156)
para una sensibilidad del 90% se obtuvo una especificidad del 42%. Los

autores concluyen que su panel aporta datos precisos de diagnostico de

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



II. ANTECEDENTES 99
cancer de mama precoz en mujeres jovenes cuya utilidad es maxima en

mamografias que no sean concluyentes (Lacombe et al., 2014).

Por otro lado, un aspecto cada vez mas interesante es la deteccion
de microfragmentos de ADN circulante procedentes del tumor, la técnica
de los paneles genéticos determinados por microarrays nos permite en
tiempo real detectar microRNAs en plasma de pacientes. En un estudio
detallado donde se analizaron una gran cantidad de microRNAs (1145
detectados en total) se encontraron diferencias significativas entre 20
casos de cancer de mama y 20 controles con alta sensibilidad y
especificidad. Probablemente este sea el instrumento mas especifico
disponible de cara al futuro, ya que desde los primeros inicios de la
carcinogénesis pueden comenzar a detectarse microRNA tumoral en la

sangre periférica de la paciente asintomatica (Zhao et al., 2010).

Recientemente, la mayoria de esfuerzos se estan dedicando al valor
clinico que aporta la determinacion de las células tumorales circulantes
(CTC). Su medicion en la sangre periférica de pacientes con cancer de
mama ha demostrado ser un factor prondstico en la enfermedad
metastasica y un factor predictivo de recaida. El andlisis de las
alteraciones genéticas de estas células puede permitir seleccionar el
tratamiento dirigido mas adecuado, constituyéndose en marcadores
predictivos de respuesta a una determinada terapia. Queda por definir la
verdadera utilidad en el cancer de mama precoz y en el screening de la

enfermedad para lo que se han disefiado numerosos estudios que estan en

marcha (Pukazhendhi y Gluck, 2014).

La aplicacion informatica y algoritmo matemadtico permiten
obtener resultados muy satisfactorios. Asi, los rapidos avances técnicos e
instrumentales en las determinaciones analiticas del laboratorio nos

permiten hoy en dia la caracterizaciéon de numerosas sustancias proteicas
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susceptibles de convertirse en un marcador tumoral dentro de la corriente

que se ha dado en llamar “ /a era de la proteomica” (Gast et al., 2009).

Resulta pues que el estudio de los marcadores o sus combinaciones
en cancer de mama es un campo en continua evolucion y desarrollo
aunque debemos admitir que aun falta definir la verdadera aplicabilidad
clinica, sobre todo en enfermedad precoz, tal como demuestra la cantidad
de revisiones publicadas en este sentido (Donepudi et al., 2014; Duffy,

2013) .

2.2 Estudio de los Marcadores tumorales de mama;

contexto actual en la practica clinica oncolégica diaria.

Ya hemos comentado que los consensos internacionales no
recomiendan el uso de marcadores tumorales en la fase diagnostica del
cancer de mama. Tanto las guias ASCO sobre marcadores en cancer de
mama (Harris et al., 2007), las guias ASCO sobre seguimiento del cancer
de mama (Khatcheressian et al., 2012) y el consenso europeo de ESMO
desaconsejan su uso como herramienta de diagndstico (Senkus et al,

2013).

Los Servicios de Oncologia de nuestro pais cuentan también con
un consenso propio editado a cargo de la SEOM (SEOM, 2013) donde se
recoge la recomendacion de no utilizarlos en la fase diagnostica ni de
seguimiento. De hecho el protocolo de nuestro Servicio se ha realizado en
base a todas estas recomendaciones reservando el uso de marcadores en
cancer de mama (CEA y Ca 15.3) s6lo para el diagnostico inicial a modo
de estudio de extension cuando, por las caracteristicas tumorales
sospechemos amplia extension de la enfermedad. El otro uso que

realizamos es el universalmente aceptado en las guias, en concreto el Ca
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15.3 para monitorizar la respuesta y evoluciéon a un tratamiento de la

enfermedad avanzada. No obstante, en muchos Servicios de oncologia se
realiza un uso indebido e ineficiente de estos dos marcadores; es habitual
solicitarlos sistematicamente para el diagnostico y después periddicamente
de forma rutinaria los anos que dure el seguimiento de una paciente sana.

Por supuesto también en cualquier situacion de la enfermedad metastésica.

Es también cuestionable el uso indiscriminado que realizan los
servicios afines que colaboran en el diagnostico y seguimiento del cancer
de mama. Nos referimos a Medicina Primaria, Medicina Interna,
Ginecologia y Cirugia de Mama entre otros. Solicitan con frecuencia una
bateria de marcadores tumorales generales en mujeres con sospecha
clinica y radiologica de céncer de mama de forma totalmente
indiscriminada (CEA, Ca 125, Cyfra 21.1, afetoproteina, Ca 19.9, NSE,
etc). Afortunadamente esta practica esta en desuso por los especialistas
quirtrgicos ya que su pertenencia a las Unidades de Mama hospitalarias

que son multidisciplinarias nos ha permitido ir corrigiendo estas practicas.

Por tanto, a pesar de que las directrices son claras, sigue habiendo
un uso indebido, inespecifico e indiscriminado de marcadores tumorales
en el cancer de mama, especialmente en las fases diagndsticas. No
obstante si las investigaciones recientes que antes aludimos siguen dando
fruto, es posible que las directrices cambien y se recomienden nuevos usos
pero de momento, hay que esperar y no es aceptable esta practica tan
generalizada. Huelga decir que el contexto actual economicista que
impera, donde la eficiencia es el objetivo primario, obliga al profesional a
evitar onerosas determinaciones analiticas que no estén plenamente

justificadas desde el punto de vista clinico-cientifico.
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2.3 Analisis de los Marcadores propuestos en nuestro

trabajo

Para la seleccion de Marcadores a estudio tuvimos en cuenta

varios factores;

1.- Marcadores que desde el punto de vista clinico y cientifico estuvieran
avalados por un buen numero de trabajos en relacion al cancer de mama.

En este grupo estarian CEA y Ca 15.3.

2.- Marcadores que aunque no tengan clara relacion con el céncer de
mama se usen en la practica clinica de forma sistematica en el diagndstico

de la enfermedad; Ca 125, Cyfra 21.1, afetoproteina , Ca 19.9 y NSE.

3.- Marcadores experimentales que aunque su uso clinico ain no esté
extendido existen ya evidencias que aportan cierto valor en relacion al
cancer de mama. En este grupo incluimos; NGAL (neutrophil gelatinase-
associated lipocalin), EGFR (Factor de Crecimiento Epidérmico) y 8-OH-

dG (8-hidroxi-2’-deoxiguanosina).

4.- Independientemente del grupo al que pertenecieran se exigia que
existieran Kits comerciales homologados y validados de los mismos, para

poder realizar el trabajo con total seguridad y reproducibilidad.

En la siguiente tabla (tabla II.1) podemos observar los diferentes
marcadores seleccionados para nuestro estudio. Estan agrupados por
categorias; marcadores habituales de cancer de mama, otros marcadores de

uso en oncologia y por ultimo el grupo de los marcadores experimentales.
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Tabla I.1; Cuadro resumen sobre los marcadores objeto del estudio.

GRUPO DE MARCADORES MARCADORES TUMORALES

Marcadores especificos y de uso [ Ca15.3
habitual en cancer de mama . CEA
Marcadores no especificos para i Ca.125
cancer de mama, pero de uso Cyfra 21.1
frecuente en esta patologia. afetoproteina
Ca19.9
NSE
Marcadores experimentales con i NGAL
referencia bibliografica en cancer EGFR
de mama | 8-OH-dG

Como previamente hemos descrito algunos de los marcadores
incluidos en el estudio, considerados como marcadores rutinarios
habituales, a continuacion vamos a profundizar en los tres marcadores
experimentales por ser menos conocidos y existir mucha menos

bibliografia que los relacione con el cancer de mama.

1.- NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin); también conocida

como Lipocalin-2 (LCN2).

Las lipocalinas constituyen una familia de proteinas de bajo peso
molecular capaces de unirse a moléculas hidrofobas tras ser secretadas. Su
funcion principal es el transporte de sustancias lipofilicas aunque también

participan en la inmunomodulacion y la sintesis de prostaglandinas. Se

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



1. ANTECEDENTES 104
expresan en neutrofilos y en bajos niveles en el riiidn, la prostata, los

epitelios de las vias respiratorias y del aparato digestivo. La Lipocalina 2 o
asociada a la gelatinasa neutrofilica (NGAL) es un miembro importante de
la familia de las lipocalinas y fue identificado originalmente como una
glicoproteina existente en el complejo matriz-metaloproteinasa-9 (MMP-
9) en los neutrofilos humanos. NGAL es una proteina de fase aguda
(secretadas en respuesta a citoquinas presentes en los focos inflamatorios)
y su producciéon estd inducida bajo diversas condiciones como son la
insuficiencia renal y la sepsis bacteriana (Martensson et al., 2013). Se
considera un marcador precoz de la lesion renal aguda provocada por
diversas patologias. También se ha relacionado su secrecion con distintos
canceres humanos; como son el cancer de mama, gastrico, ovdrico,

pulmonar, esofagico y colorectal.

Respecto al cancer de mama existen varios trabajos que relacionan
la expresion de NGAL con factores desfavorables del cancer de mama.
Bauer en 2008 publico un trabajo donde se analizo6 la existencia de NGAL
en 207 tumores de mama, detectandose por inmunohistoquimica en 68
casos; la expresion de este marcador se ha correlacionado intensamente
con factores adversos para cancer de mama, como son la existencia de
receptores estrogénicos negativos, el alto grado nuclear, la existencia de
afectacion ganglionar, la sobreexpresion de Her-2 o la alta proliferacion
Ki-67, ademas implicaba como factor independiente una menor
supervivencia libre de enfermedad (Bauer et al., 2008). Un estudio griego
analiz6 la determinacion sanguinea de NGAL y MMP-9 en 113 pacientes
con cancer de mama precoz no palpable y en 30 controles sanos. Se
describié un incremento significativo de ambos tumores en el grupo de
cancer de mama frente al grupo control. Asi se establecian las bases para
un posible uso de estos dos marcadores en la fase precoz de la enfermedad

(Provatopoulou et al., 2009). Estudios del grupo aleman en neoadyuvancia
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de mama (GeparTrio trial) también demostraron que la expresion de

NGAL se correlaciond con una menor supervivencia, aunque también era
un factor de obtencidn de respuesta completa patoldgica tras quimioterapia
neoadyuvante (Wenners et al., 2012). Otro estudio ha resaltado el valor de
mal pronostico que conlleva los altos niveles de MMMP-9 y Her2 (Rashad
etal., 2014)

2.- EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) o ErbB-1 o

HER-1;

Es un receptor celular de la superficie de la célula. El factor de
crecimiento epidérmico es un miembro de la familia de receptores ErbB,
una subfamilia relacionada con los receptores tirosina quinasa: EGFR
(ErbB-1), HER2 (ErbB-2), Her3 (ErbB-3) y Her4 (ErbB-4). Las
mutaciones que afectan a la expresion o actividad del EGFR se relacionan
con numerosos tipos de cancer; principalmente de mama, pulmén y
glioblastoma (Yewale et al., 2013). El receptor se activa con la union de
sus ligandos como son el factor de crecimiento epidérmico, lo que

desencadena una cascada proliferativa en el citoplasma y nucleo celular.

Distintos trabajos han descrito como los niveles de EGFR en las
poblaciones control son mas elevados que en las pacientes con cancer de
mama primario (Asgeirsson et al. ,2007). Los decrementos en los niveles
plasmatico de EGFR también se han correlacionado con menor
supervivencia en cancer de mama metastasico (Souder et al., 2006). Sin
embrago, otros trabajos parecidos no encontraron relacion entre los niveles
de EGFR y el cancer de mama o si la habia era para niveles elevados. Muy
recientemente se ha descrito el posible papel que desempefarian los
niveles séricos de EGFR en pacientes con cancer de mama; en dicho
estudio se incluyeron 96 pacientes (37 eran cancer de mama metastasico)

y 30 controles sanas. Los niveles resultaron ser mdas elevados en las
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pacientes con cancer de mama que en los controles y sobre todo en

pacientes con receptores estrogénicos negativos y subtipos triple negativo
(Tas et al., 2015). No obstante no se conoce aun la validez de ésta

determinacion en el diagnostico precoz del cancer de mama.

Podemos establecer que la elevacion o disminucién de este
marcador en pacientes con cancer de mama no alcanza aiin una evidencia

clara que justifique su aplicacion clinica.

3.-8-OH-dG (8-hidrodeoxiguanosina);

Se trata de un derivado de la guanosina que se forma cuando existe
un dafio precoz en el DNA por la existencia de radicales libres producidos
en el proceso de oxidacion intracelular. Se han detectado elevados niveles
en numerosos canceres (pulmon, colon, mama, es6fago) y se postula como
un marcador precoz del proceso inicial de carcinogénesis (Valavanidis et
al., 2009). Existen otros metabolitos considerados también como
marcadores del estrés oxidativo, y no solo del DNA como el que nos
ocupa, sino también de los lipidos (isoprostanos, malondialdehido) o
proteinas (proteina carbonilada) sin embargo es el 8-OH-dG el que guarda
mas estrecha relacion con los procesos de transformacion celular. Como
ventaja afiadida cuenta el ser ademas detectable desde las fases precoces
de la enfermedad (Panis et al., 2012). Los mecanismos inflamatorios que
se inician también con la carcinogénesis permiten que la determinacion de
sus mediadores se correlacionen con los marcadores oxidativos existiendo
trabajos que analizan los metabolitos oxidativos, conjuntamente con los
mediadores inflamatorios como son la ferritina o la IL-6 o IL-8

(Goswamia et al., 2010; Yeon et al., 2011)

No obstante pocos trabajos han relacionado el cancer de mama

con el dafio celular pro estrés oxidativo. Un estudio indio reclutd 40
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mujeres con cancer de mama y 40 mujeres sanas. Se determinaron

distintos agentes implicados en el dafio celular oxidativo; 8-OH-dG, la
proteina carbonil (PC), malondialdeido (MDA) y el estatus antioxidante
total (TAS). Este trbajo demostré que los niveles de los 3 marcadores
fueron superiores en las pacientes y que el “estatus antioxidante” fue
inferior en este grupo frente a los controles; siendo el marcador mas

significativo el 8-OH-dG 8 (Pande et al., 2012).

La experiencia biomédica con 8-OH-dG es muy amplia y su valor
como marcador precoz del estrés oxidativo en relacion a la carcinogénesis
estd claramente definido. Por tanto nos parece un marcador muy
interesante para analizar en nuestro trabajo, maxime cuando su relacion

con el cancer de mama aun esta poco estudiada.

2.4 Justificacion del Trabajo

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en el sexo
femenino y supone la principal causa de muerte por cancer en las mujeres.
La incidencia anual es creciente y actualmente en nuestro pais supone un
total de aproximadamente 26.000 casos al afio (los datos epidemiologicos

han sido descritos en el capitulo anterior).

En consecuencia es la patologia mas prevalente en los servicios de
oncologia tanto a nivel de tratamiento oncoldgico como de seguimiento de
pacientes una vez superada la enfermedad. También supone en nuestra
sociedad el mayor grupo de pacientes dados de alta y por tanto
supervivientes de la enfermedad. La complejidad terapéutica, psicoldgica,
social y familiar que conlleva la enfermedad, hace que el impacto socio-

sanitario sea de primer orden.
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No hay otra patologia oncoldgica donde se hayan desarrollado mas

esfuerzos en todos los aspectos, tanto preventivos como de diagndstico
precoz, terapéuticos, investigadores, etc. como en cancer de mama.
También es la neoplasia mas socializada y conocida, asi como la que

cuenta con mayor desarrollo asociativo y voluntariado.

En base a nuestra experiencia previa en la participacion en
numerosos estudios de investigacion sobre cancer de mama, basicamente
en Ensayos Clinicos multicéntricos, entendimos que el area terapéutica
actualmente estaba bastante cubierta en cuanto al desarrollo de nuevas
moléculas y de distintas estrategias de tratamiento. En el otro extremo que
es el de la prevencion también existen multitud de estudios en cuanto a
factores de riesgo, prevencion primaria y prevencion secundaria sobre
todo en relacion a los programas de diagnéstico precoz con mamografias.
De hecho el diagnéstico radiologico se esta actualizando de forma
continua, consiguiéndose hoy en dia por ejemplo diagndsticos en acto
unico radioldégico con wuna simple puncién, y minimizando las
complicaciones quirurgicas utilizando modernas técnicas. No obstante
existe una laguna en cuanto a la perfeccion de los métodos diagnosticos
bioquimicos y analiticos enfocados a la prevencion secundaria de la

enfermedad.

Asi, pudimos observar que éste es un aspecto poco estudiado hasta
ahora pero que comienza a despertar gran interés en la comunidad
cientifica. Nos referimos al uso de marcadores tumorales para el
diagnostico precoz de la enfermedad. Desde el convencimiento cientifico
de que el cancer de mama en su lenta fase de transformacion desde la
célula ductal o lobulillar normal hasta la célula tumoral del carcinoma

infiltrante, sufre un cambio metabdlico y genético. Este cambio podria
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detectarse a tiempo si logramos determinar caracteristicas propias de estas

células en transformacion.

La experiencia clinica diaria nos refleja que existe un uso actual
inadecuado de los marcadores tumorales. Asi por ejemplo; la aplicacion
clinica de los marcadores tumorales en cancer de mama esta generalizada
en la fase de “estudio de extension” tras ser intervenida la paciente y sobre
todo para evaluar una posible recaida posterior (seguimiento) o para
determinar la evolucién de la paciente en respuesta a un determinado
tratamiento. Como hemos indicado anteriormente, en medicina primaria y
especializada (cirujanos de mama, ginec6logos, etc.) suelen utilizarse de
forma indiscriminada una bateria de varios marcadores tumorales con
fines diagnosticos mientras que los pocos estudios realizados en este
sentido no avalan esta practica y tampoco definen cuadl de estos
marcadores podria tener algin valor concreto. Dado el coste de estas
determinaciones en un contexto econdmico como el que atravesamos seria
eficiente limitar esta practica si consensuamos su falta de utilidad. Por otra
parte seria eficiente la generalizacion del uso de un marcador que tanto en
nuestro estudio como en otros posteriores mas amplios, hubiera
demostrado una verdadera utilidad diagnoéstica. Es por ello que la finalidad
de nuestro trabajo es doble; por una parte la busqueda de un marcador
fiable para el diagnostico precoz y por otra la evaluacion de la eficacia-

eficiencia de los marcadores usados actualmente.

El diagndstico precoz del cancer de mama se realiza con programas
de screening muy implantados en el mundo desarrollado. Consiste en la
realizacion de mamografias periddicas a mujeres reclutadas en registro
poblacional entre los 50 y 69 anos. La eficacia real de estos programas en
cuanto su eficiencia es discutida y ademds cuentan con numerosas

limitaciones como son los canceres de intervalos, los falsos negativos, las
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biopsias realizadas a falsos positivos, el sobrediagnostico, los grupos de

mujeres excluidas del estudio, etc. aspectos que ya hemos comentado
anteriormente. Por ello se hace necesario buscar alguin método
complementario que ayude a mejorar el diagndstico precoz del tumor

femenino mas frecuente.

La determinacion de algun producto del metabolismo celular o de
su carga genética (mMRNA) en sangre podria suponer un verdadero
diagndstico precoz exento de riesgos para las mujeres y a la vez un apoyo
a la determinacion de los estudios radiologicos aumentando asi la eficacia

conjunta de ambos métodos.

En nuestro trabajo nos hemos propuesto el estudio de algunas de
estas sustancias asi como la determinacion de marcadores de uso
frecuente, para estimar la utilidad real de los marcadores habituales y la
posible eficacia de nuevos marcadores no aplicados en esta area hasta el

momento.

Asumimos desde el comienzo del trabajo las limitaciones propias
de un estudio de centro Unico. En cualquier caso supondria un argumento
mas para evitar el uso incorrecto de los marcadores y mejorar la eficiencia

clinica diaria. En ningun caso considerariamos el estudio como negativo

ya que el objetivo principal del mismo es el “analisis de la utilidad de los
marcadores” tanto de los actuales como de los nuevos propuestos,
independientemente del resultado final que pudiéramos obtener con cada

uno de ellos en este trabajo.
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CAPITULO III: OBJETIVOS

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



I11. OBJETIVOS 112

3. Objetivos
3.1 Objetivo Principal

El objetivo principal del estudio es determinar en las pacientes
diagnosticadas de cancer de mama precoz, si existe algun anabolito
sanguineo con niveles alterados sobre el rango de normalidad establecido

por el fabricante para la poblacion general.

Para la consecucion de dicho objetivo estudiaremos dos grupos de
marcadores;
a) Los utilizados actualmente en distintas fases de la enfermedad, aunque
su eficacia en diagndstico precoz no esté atin determinada.
b) Otros marcadores sanguineos no utilizados hasta el momento en cancer
de mama, pero que son detectados en fases de agresion celular o dafio
inducido por estrés oxidativo, como respuesta a un proceso bioldgico de
dafio celular muy parecido al desarrollo histopatoldégico de un tumor

mamario.

3.2 Objetivos Secundarios

v Nos proponemos valorar la eficacia en el diagnostico precoz de
varias sustancias sanguineas de uso habitual en la practica clinica
como marcadores tumorales del cancer de mama, determinando

asi su eficacia e indirectamente su eficiencia.

v’ La realizacion de un analisis epidemiologico y de factores de
riesgo conocidos en nuestra muestra, obteniendo de esta forma un
estudio paralelo de casos-controles sobre los factores de riesgo del

cancer de mama.
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v' Correlacionar las caracteristicas clinicopatologicas de las
pacientes (tamafo tumoral, grado histologico, afectacion
ganglionar, expresion de receptores) con los perfiles bioquimicos
encontrados, buscando la posible existencia de marcadores
pronosticos y evolutivos de la enfermedad. Por ejemplo, dilucidar
si alguno de los marcadores estudiados se modifica

significativamente en tumores con caracteristicas agresivas.

v’ Establecer la posible correlacion entre distintos marcadores
buscando una combinacion de ellos que pueda aportar

significacion diagndstica o pronostica.

El enfoque doble del trabajo; estudio de marcadores y estudio
epidemioldgico, podria resultar ambicioso pero en ningin caso

contradictorio ya que ambos aspectos son complementarios.
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CAPITULO IV:
MATERIAL Y METODOS
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4.Material y Métodos

4.1. Diseno del estudio

El presente trabajo consiste en un estudio epidemioldgico
observacional analitico con disefio de casos y controles. El estudio
tiene un caracter unicéntrico, habiendo sido realizado en el Hospital
Juan Ramon Jiménez de Huelva, y estan implicados los servicios de
Cirugia de mama, Andlisis clinico y Oncologia, ademas de la
Unidad de Investigacion (FABIS) y el Departamento de Biologia
Ambiental y Salud Publica de la Universidad de Huelva.

4.2. Poblacion de referencia y muestra de estudio

Para la estimacion de la muestra hemos de establecer la
definicion de ambos grupos (casos y control) y establecer los

criterios de inclusion y exclusion para cada uno.

El grupo de casos estd compuesto por mujeres
diagnosticadas de cancer de mama localizado y precoz, pendientes
de intervencion quirurgica. Los criterios de seleccion de estas
pacientes son; el haber sido diagnosticadas de céncer de mama
operable, el no haber padecido anteriormente ninglin otro tumor, el
que la enfermedad no esté en fase avanzada o metastasica, que no
hubiera recibido tratamiento oncologico neoadyuvante previo y que
acepte la inclusion en el estudio, mediante la firma del

consentimiento informado.

En cuanto al grupo control, se caracteriza por ser mujeres

sanas cuyo criterio de seleccion fue que no tuvieran patologias
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cronicas ni antecedentes de ningin cancer. También deben aceptar

la inclusién en el estudio y firmar el consentimiento informado.

Para el calculo del tamafio muestral necesario para este
trabajo se ha tenido en cuenta el niimero de pacientes totales con
cancer de mama que inician tratamiento en el hospital Juan Ramon
Jiménez durante un afo (120 aproximadamente), dado que esta
comprobada la homogeneidad de la poblacion de estas

caracteristicas a lo largo del tiempo.

Con dicho dato, el tamafio muestral minimo, calculado
mediante el programa “Ene 3.0”, para un nivel de confianza del
95% y una potencia del 90%, ha sido estimado en 54 sujetos.
Asumiendo un 10% de posibles pérdidas acaecidas durante el
periodo de investigacion, el tamafio muestral para el grupo de casos
ha sido establecido en 60 mujeres diagnosticadas de céancer de
mama. El grupo de controles, compuesto por mujeres sanas, se ha
estimado con un tamafio equivalente al del grupo casos, siendo por

tanto de 60 sujetos.

Por ello, el tamafio muestral minimo estimado para este
estudio se basa en 120 sujetos, repartidos proporcionalmente entre

el grupo de “casos” y el grupo de “control”.

En cuanto a la estrategia para el reclutamiento se ha llevado
a cabo a través de un muestreo por accesibilidad, selecciondndose a
los sujetos que han cumplido los criterios de seleccion de inclusion
y exclusion planteados para cada uno de los grupos, hasta alcanzar

la muestra minima establecida. El grupo de casos ha sido reclutado

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



IV. MATERIAL Y METODOS 117

de forma correlativa, segun los partes de quiréfano de cada semana,
mientras que el reclutamiento del grupo de control se ha basado en
mujeres sanas que acudieron al laboratorio a realizarse un analisis

rutinario encargado por su médico de familia.

Referente a la recogida de datos del grupo de casos, de las
66 mujeres que finalmente se realizaron el analisis sanguineo,
fueron desechados 3 casos por hemolisis. La encuesta con los datos
epidemioldgicos fue rellena en 65 casos, ya que una paciente no
aporté todos los datos necesarios. Por tanto, la muestra final
consistio en 63 casos analizados, de los que se contaba tanto con los

datos de la analitica sanguinea como los datos epidemiologicos.

Respecto a los 66 controles seleccionados, se perdieron 3
pacientes que no aportaron datos y cuyos datos de analitica no
estuvieron disponibles al no presentarse el dia de la extraccion; por
tanto esta investigacion parte de 63 controles para la encuesta y para

el analisis.

En el siguiente grafico podemos comprobar la inclusion
inicial de cada grupo, las pérdidas de pacientes y la inclusion final

que fue la seleccionada para el andlisis.
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CASOS n=66 CONTROLES n=66
-Omision de 1 encuesta -Omision de 3 encuestas
-Omision de 3 hemalisis -Omision de 3 analiticas

7

| Total encuestas= 63

Total encuestas=65 Total
| Total marcadores=63

marcadores=63

Muestra final de Casos = Muestra final de
63 Controles= 63

Figura IV.1; Grafico sobre la inclusibn de sujetos en Ila
Muestra de casos y de controles de esta investigacion. Fuente
propia.

Por tanto, la muestra final de este estudio esta compuesta por
126 mujeres (63 de la muestra control y 63 de la muestra de casos)
con una edad media de 51.28 afios y con un rango de edad desde los
23 a los 88 afios, de la provincia de Huelva, evaluadas durante el

segundo semestre de 2011 y el primer semestres de 2012 en el

Complejo Hospitalario Juan Ramoén Jiménez.

En el proximo apartado se definen las variables estudiadas y

se exponen las caracteristicas de cada serie.
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4.3. Variables analizadas.

La relacion de variables principales del presente estudio es:

1.- Variable Dependiente; Paciente diagnosticada de céncer de

mama operable (estadio precoz clinico).

2.- Variables Independientes; Indices de los biomarcadores

analizados. Los marcadores seran; CEA, Ca 15.3, Ca 125, Cyfra
21.1, Ca 19.9, afetoproteina, NSE, NGAL, EGFR y §8-OHdG.

Un objetivo secundario del trabajo era la comparacion de las
dos series en cuanto a factores epidemioldgicos. En este sentido,
para la recogida de estos datos se ha disefiado una encuesta que se
realizard a los casos y a los controles, que contendrd datos de
caracter demografico y otros factores de riesgo para cancer de
mama. En la serie casos ademds se registraran datos relativos al
diagnostico, tratamiento y caracteristicas propias del tumor. Los
items de esta encuesta son expuestos en la tabla IV.1, recogiéndose

el cuestionario en el anexo 1.

Tabla IV.1; Variables epidemiolégicas determinadas en los dos

grupos
Grupo de casos Grupo de controles

Nombre Nombre

Codigo Codigo

Edad Edad

Ocupacion Ocupacion

Antecedentes Familiares CM Antecedentes Familiares CM
Edad de Menarquia Edad de Menarquia

Edad de Menopausia Edad de Menopausia
Numero de Hijos Numero de Hijos

Lactancia Lactancia
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Toma de Anticonceptivos orales Toma de Anticonceptivos orales
THS (terapia estrogénica) THS (terapia estrogénica)
Enfermedad mamaria benigna Enfermedad mamaria benigna
Tabaquismo Tabaquismo

Consumo de Alcohol Consumo de Alcohol

MC MC

Nivel de Vit. D Nivel de Vit. D

Densidad mamaria radiologica -
Tipo de primer sintoma -—-
Fecha de la Cirugia —
Tipo de histologia -
Grado histologico —
Receptor Estrogeno —
Receptor Progesterona -
Estatus de Her2 —
pT —-
pN —
Estadio —
Tipo de tratamiento —

4.4. Procedimiento.

Una vez confirmadas las caracteristicas de las pacientes y
vista su idoneidad para incluirlas en el grupo de casos o control, se
informé a las pacientes de la existencia y detalles del estudio.
Posteriormente se les leyd el consentimiento informado (CI) y,
cuando la paciente aceptd su inclusion en el estudio y firmé el CI,
se procedid al inicio del protocolo de investigacion. Se le solicitd
una analitica especifica que la paciente se realizd posteriormente en
el Laboratorio de Andlisis Clinico del Hospital Juan Ramon
Jiménez en el plazo maximo de una semana dese su inclusion en el

estudio.
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A continuacion, en el grupo de casos, la paciente siguio su
curso clinico previsto siendo planificada su intervencion quirtrgica
segun disponibilidad de quiréfano y del servicio de cirugia. La
intervencion pudo ser radical (mastectomia radical) o conservadora,
asociada o no a biopsia de ganglio centinela o a vaciamiento axilar

segun cada caso.

En cuanto al procedimiento de laboratorio, las muestras se
extrajeron en el area de extracciones correspondiente 'y
seguidamente se procesaron en el laboratorio de Bioquimica del
Hospital Juan Ramoén Jiménez. De forma general, para cada
determinacion de los marcadores propuestos en una Unica muestra
se necesitaron 10 pL de orina, plasma o suero. En este estudio, se ha
empleado plasma sanguineo por su mayor versatilidad para

posteriores analisis.

Las muestras de sangre se recogieron asépticamente en un
tubo con EDTA por personal cualificado y mediante técnicas de
venopuncion aprobadas. Se emplearon los tubos tipo “vacutainer”
de 9 ml (tapodn lila) a los que se aplicaron varias inversiones al tubo
justo tras la recogida de sangre para homogeneizar la sangre y el

EDTA siguiendo la indicacion del fabricante.

El plasma se prepar6 mediante técnicas estandar para
pruebas clinicas de laboratorio, centrifugando a 1.500g durante 2
min. a 4°C, y decantandose a temperatura ambiente 20 minutos,
recogiendo el sobrenadante (plasma) y conservandolo congelado en
muestras alicuotas de unos 200ul. Siguiendo las recomendaciones

de este tipo de procedimiento, para conservar las muestras clinicas
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durante periodos prolongados, se recurrié a temperaturas inferiores
a —80°C, evitdindose congelar y descongelar las muestras
repetidamente. No se utilizaron muestras hemolizadas,

hiperlipidémicas, sometidas a tratamiento térmico o contaminadas.

Una vez obtenido el plasma de cada paciente se procedio
siguiendo las instrucciones especificas del fabricante para cada kit.
Los Kit comerciales disponibles en el laboratorio de bioquimica
(CEA, Ca 15.3, Ca 125, Cyfra 21.1, Ca 19.9, afetoproteina y NSE)
se determinaron en el centro. Teniendo en cuenta que los dos
primeros son estdndares para pacientes con cancer de mama, no
supusieron gasto adicional al estudio. Sin embargo solo se
determinaron con motivo del estudio el resto de marcadores en la
muestra de 126 pacientes, lo que supuso para el hospital un coste

mas reducido y asumible.

El resto de los Kits no disponibles en el hospital (NGAL,
EGFR y 8-OHdG), fueron procesados en los laboratorios del
Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica de la UHU
bajo la direccion del Dr. Navarro. En cada caso se aplicaron

rigurosamente el método recomendado por el fabricante de cada Kkit.

La eleccion de los Kits a utilizar se ha efectuado en base a
los ultimos estudios realizados con diversas sustancias,
seleccionando las mas adecuadas y prometedoras segun la
bibliografia del momento. Asi mismo se han incluido otros
marcadores de uso clinico habitual, pero no suficientemente
estudiados en fase de diagnostico precoz. La bateria de Kits

seleccionados se refleja en la siguiente tabla.
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Tabla IV.4. Bateria de Kits utilizados en nuestro estudio

Marcador (KIT) Significado

CEA Antigeno Carcinoembrionario

Cal53 Antigeno Carbohidrato 15.3

Ca 125 Antigeno Carbohidrato 125

Cyfra 21.1 Cyfra 21.1

Cal19.9 Antigeno Carbohidrato 15.3

NSE Enolasa neuroespecifica

afetoproteina afetoproteina

NGAL Lipocalina asociada a gelatinasa neutrofilica
EGFR Factor de Crecimiento Epidérmico

8-OHdG 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (Dafio al ADN por

estrés oxidativo)

4.5. Analisis de datos.

Se ha realizado un andlisis univariado para la descripcion de
la muestra (media, mediana y desviacion tipica para variables
cuantitativas y, por otro lado, frecuencias y porcentajes para
variables categoricas). Este procedimiento se ha repetido para

aquellos objetivos de caracter descriptivo.

Para abordar el objetivo principal, se han empleado,
contrastes de proporciones basados en el test de Chi-cuadrado (con
la inclusion de la correccion de Yates en caso necesario) y
contraste de medias basados en la prueba t de Student. A pesar de
no poder asumir la normalidad en base al test de Shapiro-Wilk, en
este trabajo, se asume normalidad al trabajarse con muestras
grandes. Concretamente Sawilowsky S. y Blair R. C. (1992)
demostraron que la prueba t es moderadamente robusta ante las

violaciones de la asuncion de normalidad en muestras grandes (por

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



IV. MATERIAL Y METODOS 124

encima de 60 sujetos por grupo). Por ello, en este trabajo se incluye
directamente la prueba t, a pesar de haber contrastado previamente
que las conclusiones estadisticas no varian en funcion del uso de
pruebas paramétricas o no paramétricas en el contraste de medias.

Tabla IV.5. Test de Shapiro-Wilk sobre la normalidad de los
biomarcadores.

Sig. Asintética

Shapiro-Wilk gl (bilateral)

Cyfra (ng/mL) 0,739 126 0,000

NSE (ng/mL) 0699 126 0,000

CA153(UmL) 0844 126 0,000

cat9.9 (UmLy) 0728 126 0,000

ca125UmL) 0789 126 0,000

AFP U/mL) 0,880 126 0,000
CEA (ng/mL) 0,783 126 0,000
NGAL(ng/ml) 0,782 126 0,000

EGFR(ng/m) 0554 126 0,000

8.0HdG (ng/m)) 0729 126 0,000

Posteriormente, se ha disefiado un andlisis de regresion

logistica binaria, estableciendo como ‘“variable criterio” la
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pertenencia al grupo de casos o control y como ‘“variables
predictoras”, los distintos marcadores analizados (CEA, Ca 15.3, Ca
125, Cyfra 21.1, Ca 19.9, afetoproteina, NSE, NGAL, EGFR y 8-
OHdG). Dentro de los métodos mas usuales de céalculo automatico
del modelo de regresion logistica que mejor se adapta a los
resultados, destaca el método de Wald. Este método va insertando
en el modelo aquellas variables que van resultando significativas
hasta saturar un modelo donde la inclusion de nuevas variables no
modificara el resultado de la estimacion del modelo, resultando su
aportacion no significativa. En definitiva, el método de estimacion
del modelo final vélido se ha realizado mediante una aproximacion
hacia adelante por el método de Wald mediante la cual se han ido
afladiendo variables cuyo valor predictivo fuera significativo, hasta
determinar un modelo valido y con los efectos principales

significativos de cada uno de los indicadores incluidos.

Para culminar este objetivo, se ha realizado una curva COR
donde, a partir de los valores predichos de probabilidad de cada
sujeto en el modelo evaluado, se ha calculado la capacidad de
discriminaciéon del modelo y estimada la propia curva COR.
Igualmente se complementara con el célculo del indice de Youden

para la estimacion del punto de corte mas 6ptimo.

Para abordar el objetivo secundario, y de forma similar a
como se ha disefiado el andlisis de datos del objetivo principal, se
ha aplicado el mismo sistema para la determinacion de posibles
variables predictoras a partir de las variables epidemioldgicas

analizadas (edad de menopausia, nimero de hijos, lactancia, toma
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de anticonceptivos orales, THS, enfermedad mamaria benigna,
tabaquismo, consumo de alcohol, IMC y nivel de vitamina D). El
modelo de regresion logistica para este grupo de variables no se ha
depurado ni tampoco se ha realizado la curva COR, ya que se
considera a priori que dichas variables no van a tener la misma
capacidad predictiva que las del bloque previo. El motivo de dicha
decision viene apoyado en que este objetivo se considera
complementario a la investigacion principal, no habiéndose
disefiado el estudio para tal fin. Por ello, se estima que la capacidad
predictiva del modelo, aunque sea aceptable, no llega a niveles lo
suficientemente altos como para obtener una curva COR con

suficiente capacidad predictiva.

El software estadistico necesario para este trabajo consistio
basicamente en el IBM SPSS Statistics 22.0, programa empleado
para el tratamiento de los datos y el célculo de las distintas pruebas
de significacion. Igualmente, se ha contado con el apoyo de
complementos de calculo proporcionados por el programa

Microsoft Excel.

En todos los casos se ha exigido una significacion estadistica

del 5% (p < 0.05) para considerar diferencias entre dos parametros.

4.6. Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la

Investigacion Biomédica de Huelva (Espafia) (Anexo II).
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Como se ha indicado previamente, todas las pacientes dieron
su consentimiento informado por escrito para participar en el
estudio. En el Anexo III se incluye tanto la hoja de informacion al
paciente como el consentimiento informado que han

cumplimentado los participantes de esta investigacion.

Los investigadores del estudio han garantizado la
confidencialidad de los datos de todas las pacientes incluidas en el
estudio y aseguran el cumplimiento de la normativa de la ley
Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de caracter personal y
cualquier reglamentacion futura que legisle la confidencialidad de

los datos.

La informacion referente a la identidad de las pacientes es
considerada confidencial a todos los efectos. Los datos de las
pacientes recogidos en la hoja de recogida de datos han sido
documentados de manera anénima. Igualmente, la base de datos
generada en el estudio, ha sido gestionada por el director del

estudio, no conteniendo datos de identificacion personal.

Durante el transcurso de esta investigacion, todos los
documentos relacionados con los cuestionarios, estan localizados en
un area segura del hospital. Al final del estudio, el director ha sido
el responsable de conservar la documentacidon necesaria durante los

periodos establecidos por la normativa legal.
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CAPITULO V: RESULTADOS
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5. Resultados

5.1. Analisis descriptivo sobre las caracteristicas

de las muestras.

En primer lugar mostramos las principales caracteristicas de

las mujeres que han participado en ambos grupos.

Tabla V.1. Caracteristicas principales de la serie en funcién del
grupo. (En sombreado gris se destacan las variables cuantitativas)

Grupo
Controles Casos
n % n %

media y
Edad

rango (en 4523 (79-23) 57,79 (88-28)

afos)
Edad Menarquia

(anos) 12,56 12,68
Ocupacion No trabaja 18 28,57% 33 52,40%

Trabaja 45 71,43% 30 47,60%
Antecedentes No 39 61,90% 42 66,70%
Familiares Si 24 38,10% 21 33,30%

No 45 71,43% 22 34,90%
Menopausia

Si 18 28,57% 4 65,10%

No 11 17,46% 12 19,00%
Hijos

Si 52 82,54% 51 81,00%

No 26 41.27% 30 47,60%
Lactancia

Si 37 58,73% 33 52,40%

No 36 57,14% 47 74,60%
ACO

Si 27 42,86% 16 25,40%

No 59 93,65% 60 94,40%
THS

Si 4 6,35% 3 5,60%
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No 39 61,90% 47 74,60%
Fumadora

Si 24 38,10% 16 25,40%
Enfermedad mamaria No 43 68,30% 41 65,10%
benigna

Si 20 31,70% 22 34,90%

0, 0,

Consumo de alcohol No 60 95,28% b1 9,82%

Si 3 4,76% 2 3,17%
L 24,43 28,23
Vitamina D (ng/ml) 53,18 4550

La serie controles tiene una edad media menor (45 vs. 57
afios) y por tanto menor proporcion de menopausia, y ademds con
mayor ocupacion laboral diferente a la de ama de casa. La serie
casos tiene, ademas de lo comentado, menores niveles de vitamina
D, mayor IMC, y menos lactancia. El resto de caracteristicas estan

bien balanceadas.

En segundo lugar se muestra en la tabla V.2, las
caracteristicas del grupo de casos referentes a los tipos de tumores,

de cirugia y otras variables de interés clinico.

Tabla V.2. Caracteristicas clinicas del grupo de casos.

n %
ADM- No 44 69,84%
RX Si 19 30,16%
1°Sint MX Rutinaria 19 30,16%
Nodulo Palpable 42 66,67%
Alteraciones cutaneas 1 1,59%
Mastalgia 0 0,00%
Retraccion pezon 1 1,59%
Otros 0 0,00%
Hist In situ 0 0,00%
Ductal 52 82,54%
Lobulillar 9 14,29%
Otros 2 3,17%
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GH Desconocido 2 3,17%
Grado I 6 9,52%
Grado II 43 68,25%
Grado III 10 15,87%
Grado IV 2 3,17%
RE Negativo 8 12,70%
Positivo <20% 2 3,17%
Positivo 20-80% 26 41,27%
Positivo>80% 25 39,68%
Desconocido 2 3,17%
RP Negativo 28 44,44%
Positivo<20% 5 7,94%
Positivo 20-80% 20 31,75%
Positivo>80% 8 12,70%
Desconocido 2 3,17%
Her-2 Negativo 50 79,37%
Positivo 11 17,46%
Desconocido 2 3,17%
pT Tis 1 1,59%
Tla 4 6,35%
Tlb 7 11,11%
Tlc 30 47,62%
T2 18 28,57%
T3 3 4,76%
Tx 0 0,00%
pN NO 40 63,49%
N1 15 23,81%
N2 3 4,76%
N3 3 4,76%
NX 2 3,17%
Estadio Desconocido 0 0,00%
1A 33 52,38%
1B 0 0,00%
ITA 14 22.22%
1IB 9 14,29%
IITA 4 6,35%
111B 0 0,00%
IIIC 3 4,76%
Tto Seguimiento 3 4,76%
HT 14 22,22%
HT+QT 5 7,94%
HT+RT 16 25,40%
QT+RT 4 6,35%
QT+HT+RT 15 23,81%
InmunoterapiatQT+RT+HT 4 6,35%
Inmunoterapia+QT+RT 2 3,17%
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ADM-RX; alta densidad mamaria radioldgica. 1° Sint; primer sintoma. Hist; histologia. GH;
grado histolégico. RE; receptor de estrégeno. RP; receptor de progesterona. Tto;
tratamiento.

Asi la gran mayoria de las pacientes tuvieron como sintoma
inicial la palpacion de un nodulo o la existencia de una mamografia
rutinaria sospechosa. La histologia confirma los datos habituales;
preponderancia de carcinomas ductales, grados 2, Her2 negativo,
receptores de estrogeno y de progesterona positivos. Los tumores
mas frecuentes fueron Tl y T2 (64% y 29%), sin afectacion
ganglionar (NO; 63%) y los estadios fueron precoces (I=52%,
[TA=22%, 1IB=14%, IIIA= 6%, IIIC= 4%). Respecto al tratamiento
empleado se utiliz6 hormonoterapia en el 90% de los casos,
quimioterapia en el 48%, radioterapia en el 65% e inmunoterapia en

un 9%.

5.2. Estudio sobre la capacidad predictiva de los
biomarcadores analizados sobre el diagnéstico de

cancer de mama.

Como se ha indicado con anterioridad, se ha determinado la
capacidad predictiva del cancer de mama en una muestra de casos
(mujeres diagnosticadas con cancer de mama) frente a una muestra
de control (mujeres sanas). Para ello, se procede a analizar las
diferencias entre ambos grupos para cada uno de los biomarcadores,
para posteriormente realizar un modelo de regresion logistica y
determinar asi que conjunto de variables tienen una mayor

capacidad predictiva sobre los casos y control.
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Anadlisis bivariado de los marcadores con respecto al grupo

control y de casos.

Se ha estimado la diferencia entre ambos grupos (mujeres
con cancer de mama en contraste con mujeres sanas) usando los
valores continuos de cada uno de los marcadores, recurriendo para
ello a una prueba de contraste de medias basada en el test de t de
Student, debido a que se asume el supuesto de normalidad al
presentar un amplio tamafio muestral.

En la tabla V.3 se muestran los valores descriptivos para cada grupo

en cada una de los biomarcadores analizados.

Tabla V.3. Estadisticos de los biomarcadores analizados en funcion del

grupo
Media Mediana DeS,VI?CIO V'allor \{a.lor
n tipica Maximo Minimo

Cyfra (ngmLy _ COMIOle 129 1,06 0,69 346 053
ylra {ng Casos 1,70 1,46 1,12 7.49 0,57
NSE (ng/mL) Controles 1948 1281 2051 8240 1,58
Casos 7,09 4,54 6,41 30,20 1,07
Controles 1619 16,24 5.6 28,39 6.14

CA15-3 (U/mL ’ ’ ’ ’ ’
UML) casos 19,99 18,09 1148 62,26 4,16
CAl9.9 (UmL) Conoles 975 814 6.99 27.75 0.60
Casos 13,56 9,59 14,72 72,12 0,60
CA125 (U/mL) Controles 14,00 12,77 6,61 38,74 4,72
Casos 16,10 13,99 9.39 5346 6.39
Controles 2,21 1.88 135 792 053
AFP (U/mL) Casos 2,05 1,69 1,01 4,39 0,61
CEA (ngimL) Controles 1,66 1,32 1,48 6.68 0.20
Casos 2,48 1,84 2,07 10,54 0,51
Controles 4,49 2,97 4.01 19.63 1.21
NGAL(ng/mi) Casos 470 4,06 233 13,45 1,81
EGFR (ngmy  Controles 624 582 239 23,07 3.20
Casos 5.05 510 0,91 6.83 2.80
Controles 7,59 7,29 2,49 14,77 3,26

oH | , , , , ,
8-OHAG (ng/ml) - <os 11,10 9,90 588 46,76 023
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A continuacion realizamos el estudio estadistico mediante la
prueba de significacion (Tabla V.5) para comprobar cudles de estos
biomarcadores son significativos en funcion de cada grupo. El
analisis bivariado ha reflejado que cuatro marcadores (Ca 19.9, Ca
125, AFP y NGAL) no han resultado significativos, tal como

representamos en las graficas que siguen.

Tabla V.5. Estadisticos de los biomarcadores categorizados en
contraste con el grupo de sujetos

Grupo
Grupo de controles Grupo de casos
n % n %

Cyfra [0.25 - 3.30] (ng/mL) Bajo 62 98,41% 59  93,65%

Alto 1 1,59% 4 6,35%
NSE [0 - 13] (ng/mL) Bajo 63 100,00% 63  100,00%

Alto 0 ,00% 0 0,00%
CA15-3 [0 - 30] (U/mL) Bajo 63 100,00% 56  88,89%

Alto 0 ,00% 7 11,11%
CA19-9 [0 - 40] (U/mL) Bajo 63 100,00% 59  93,65%

Alto 0 ,00% 4 6,35%
CA125 [0 - 35] (UimL) Bajo 62 98,41% 59  93,65%

Alto 1 1,59% 4 6,35%
AFP [0 - 10)(U/mL) Bajo 63 100,00% 63 100,00%

Alto 0 ,00% 0 0,00%

Bajo 57 90,48% 55  87,30%
Alto 6 9,52% 8 12,70%

CEA [0 - 4] (ng/mL)

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



V. RESULTADOS 135

80,00

113&1[]1

60,00
115
*

40,00

CA19-9 [0 - 40] (UimL)

20,00

T
Controles Casos

Grupos de sujetos

Figura V.1. Comparacion en los niveles de Ca 19.9 (U/mL) en
el grupo de controles (mujeres sanas) 9,75 U/ml en
comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 13,56 U/ml (p=0,069). (niveles normales en area sombreada)

O; representa los valores atipicos (casos entre 1,5y 3 amplitud intercuartil
(IQR), del extremo de la caja). *; representa los valores extremos (por encima
de 3IQR del extremo de la caja).
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Figura V.2. Comparacion en los niveles de Ca 125 (U/mL) en
el grupo de controles (mujeres sanas) 14 U/mL en
comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer de

mama) 16,1 U/mL (p=0,152).. (niveles normales en area sombreada)
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Figura V.3. Comparacién en los niveles de AFP (U/mL) en el
grupo de controles (mujeres sanas) 2,21 U/mL en
comparacién con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 2,05 U/mL (p=0,452).
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Figura V.4. Comparacion en los niveles de NGAL (ng/mL) en
el grupo de controles (mujeres sanas) 4,49 ng/mL en
comparacién con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 4,7 ng/mL (p=0,722).

El resto de marcadores (Cyfra, NSE, Ca 15.3, CEA, EGFR,

8-OHdG) han sido significativos en el estudio bivariado.

Concretamente los resultados muestran para el marcador
Cyfra (ng/mL) una diferencia estadisticamente significativa, con
unos valores mdas elevados para este marcador en el grupo de

mujeres con cancer de mama (M = 1,70, Mdn = 1,46 y DT = 1,12)
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frente al grupo control, mujeres sanas (M = 1,29, Mdn = 1,06 y DT

=0,69), como puede observarse en la figura V.5.
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Figura V.5. Comparacion en los niveles de Cyfra (ng/mL) en
el grupo de controles (mujeres sanas) 1,29 ng/mL en
comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 1,7 ng/mL (p=0,015). Fuente propia. (niveles normales en area
sombreada)

En cuanto a los niveles del marcador NSE (ng/mL) las
diferencias son estadisticamente significativas, con un mayor nivel
de este marcador en el grupo de mujeres sanas (M = 19,48, Mdn =

12,81 y DT =20,51) frente al grupo de casos, mujeres con cancer de
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mama (M = 7,09, Mdn = 4,54 y DT = 6,41), como se deduce en la

figura V.6.
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Figura V.6. Comparacién en los niveles de NSE (ng/mL) en el
grupo de controles (mujeres sanas) 19,48 ng/mL en
comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer de

mama) 7,09 (p<0,05). (niveles normales en area sombreada)

Igualmente sucede en el caso del marcador CA15-3 (U/mL),
que presenta una diferencia estadisticamente significativa (p =

0,020), con mayores niveles de este marcador en el grupo de casos,
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mujeres con cancer de mama, (M = 19,99, Mdn = 18,09 y DT =
11,48) frente al grupo de mujeres sanas (M = 16,19, Mdn = 16,24 y

DT = 5,26) como se representa en la figura V.7.
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Figura V.7. Comparacion en los niveles de Ca 15.3 (U/mL) en
el grupo de controles (mujeres sanas) 16,9 U/mL en
comparacion con el grupo de casos 19,99 U/mL (mujeres con

cancer de mama) (p=0,020). (niveles normales en area sombreada)
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Otro tanto se observa para el biomarcador CEA (ng/mL) en

el grupo con cancer de mama (M = 2,48, Mdn = 1,84 y DT = 2,07)

son mayores que en el grupo de referencia (mujeres sanas) (M =

1,66, Mdn = 1,32 y DT = 1,48), siendo significativa la diferencia

con una p = 0.012; tal y como se representa en la figura V.8.
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Figura V.8. Comparacion en los niveles de CEA (ng/mL) en el

grupo de controles (mujeres sanas)

1,66 ng/mL en

comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 2,48 ng/mL (p=0,012). (niveles normales en érea sombreada)
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Por otro lado, como puede observarse en la figura V.9, los
resultados muestran que el EGF-R (ng/mL) presenta una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,001), con niveles mas bajos de
este marcador en el grupo de mujeres con cancer de mama (M =
5,05, Mdn = 5,10 y DT = 0,91) frente al grupo control de mujeres
sanas (M = 6,24, Mdn = 5,82 y DT = 2,39).

25,00
43

20,00

15,00

EGF-R (ngiml)

10,00 0

500

|
Controles Casos

Grupos de sujetos

Figura V.9. Comparacién en los niveles de EGFR (ng/mL) en
el grupo de controles (mujeres sanas) 6,24 ng/mL en
comparacién con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 5,05 ng/mL (p<0,05).

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



V. RESULTADOS 144

En cuanto a los niveles de 8-OHdG (ng/mL) las diferencias
entre ambos grupos son estadisticamente significativas (p < 0.001),
con un mayor nivel de este marcador en el grupo de mujeres con
cancer de mama (M = 11,10, Mdn = 9,90 y DT = 5,88) frente al
grupo de control (M = 7,59, Mdn = 7,29 y DT = 2,49), como puede

observarse en la figura V.10.
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Figura V.10. Comparacién en los niveles de 8-OHdG (ng/mL)
en el grupo de controles (mujeres sanas) 7,59 ng/mL en
comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 11,1 ng/mL (p>0,05).
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Como se ha observado en el estudio estadistico anterior, los
resultados de las pruebas de significacion, tal y como se recoge en
la tabla V.4, muestran que existen diferencias significativas para los
marcadores Cyfra (ng/mL), NSE (ng/mL), CA15-3 (U/mL), CEA
(ng/mL), EGF-R (ng/ml) y 8-OHdG (ng/ml).

Tabla V.4. Prueba de significacion de los biomarcadores en funcién
del grupo

tde Sig. Asintética
Student 9 (bilateral)

Se han
Cyfra (ng/mL) asumido v. -2,463 123 0,015
iguales

No se han
NSE (ng/mL) asumido v. 4,572 74,196 0,000
iguales

No se han
CA15-3 (U/mL) asumido v. -2,371 85,213 0,020
iguales

No se han
CA19-9 (U/mL) asumido v. -1,842 86,896 0,069
iguales

Se han
CA125 (U/mL) asumido v. -1,442 123 0,152
iguales

Se han
AFP U/mL) asumido v. 0,754 123 0,452
iguales

Se han
CEA (ng/mL) asumido v. -2,565 123 0,012
iguales

No se han
NGAL(ng/ml) asumido v. -0,360 99,813 0,720
iguales

Se han
EGF-R (ng/ml) asumido v. 3,664 123 0,000
iguales

No se han
8-OHdG (ng/ml) asumido v. -4,329 81,937 0,000
iguales

gl; grados de libertad V; varianzas
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Por otro lado, si asumimos los puntos de corte establecidos
para aquellos marcadores rutinarios de los que se dispone de dicho
umbral (Cyfra, NSE, CA15-3, CA19-9, CA125, AFP y CEA), los
resultados de la prueba de contraste de proporciones (chi-cuadrado)
muestran una baja estimacion de resultados altos en los distintos
marcadores (como puede corroborarse en la tabla V.5), lo que causa
problemas en la estimaciéon de la prueba de significacion. Esta
dificultad viene determinada por la dificultad de la estimacion
estadistica para calcular diferencias al haber tan pocos resultados
positivos (niveles superiores al rango normal) con los distintos

marcadores.

Concretamente, como se muestra en la tabla V.6, la prueba
de significacion sélo ha podido ser calculada en cinco de los siete
marcadores ya que en dos de ellos (NSE y AFP) no existia ningin
sujeto con un valor superior al umbral. En los contrastes calculados,
y mediante la correccion de Yates, solo se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas para CA15-3 [0 - 30]
(U/mL), donde se observa un porcentaje de 11.29% positivos (por
encima del umbral) en el grupo con cancer de mama, y ningin caso
en el grupo control. Por tanto podriamos considerar a este marcador

como el Unico capaz de pronosticar el cancer de mama.
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Tabla V.6. Prueba de significacion de los biomarcadores
categorizados en contraste con el grupo de sujetos

chi cuadrado o] Siggbill-\astig:;t)ica
(Cng/ril[_?’% -3.30 0,833 1 0,361
NSE [0 - 13] (ng/mL) 2
CA15-3 [0 - 30] (U/mL) 5,445 1 0,020
CA19-9 [0 - 40] (U/mL) 2,324 1 0,127
CA125 [0 - 35] (U/mL) 0,833 1 0,361
AFP [0 - 10](U/mL) 2
CEA O - 4] (ng/mL) 0,080 1 0,777
Nota: Estimadas la chi cuadrado mediante la correccion de Yates.  No se ha podido
estimar el valor de chi-cuadrado al ser constante una de las variables analizadas.
gl; grados de libertad

Como puede concluirse a partir de los resultados derivados
de los umbrales establecidos en los kits rutinarios, los
biomarcadores Cyfra, NSE, CA19-9, AFP y CEA no presentan
capacidad discriminativa en la presencia de cancer de mama.
Incluso el unico biomarcador que resulta significativo, CA15-3 [0 -
30] (U/mL), solo se manifiesta como positivo en el 11.11% de los

casos (frente al 0% de los controles).

Por 1ultimo, este resultado conduce a estimar el modelo de
regresion logistica mediante las variables cuantitativas, ya que los
marcadores categorizados a partir del umbral establecido no
muestran adecuada variabilidad para ser integrados dentro de dicho

analisis multivariante.
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Regresion Logistica binaria y curva COR del modelo.

A continuacion se procede a establecer una regresion
logistica binaria que establezca una ecuacién que evalte la
probabilidad de sufrir cancer de mama a partir de los parametros

obtenidos.

Se ha llevado a cabo un procedimiento de Regresion
Logistica Binaria mediante inclusion (hacia adelante) por el método
de Wald incluyendo 126 sujetos en el analisis. La codificacion de la
variable dependiente ha sido Controles = 0, Casos = 1, no

incluyéndose mas variables categoricas en el modelo.

Segun el coeficiente de determinacion, con éste modelo se
explica un 48.5% de la varianza (o un 64.7% mediante la R’
corregida de Nagelkerke). Asi mismo, la Prueba de Hosmer y
Lemeshow indica que el ajuste del modelo estimado es bueno (p >0
.05).

Segun la tabla de clasificacion se comprueba que el modelo
tiene una Sensibilidad alta (85.7%) y también una Especificidad alta
(82.3%), clasificando adecuadamente a los sujetos en los grupos de

casos y controles.

En la tabla V.7, se incluyen los parametros estimados para
cada una de las variables incluidas en la ecuacion. Como puede
contrastarse, los marcadores NSE, CA15.3, NGAL, EGFR y 8-
OHAJG son los tnicos marcadores que siguiendo el método de Wald

son los que aportan diferencias entre ambos grupos, desechando el
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resto de marcadores cuyo impacto relativo en combinacion con los

demas segun el método, no presenta diferencias significativas.

Tabla V.7. Parametros del modelo final estimado mediante
regresion logistica

95% C.I. para

OR
B ET Wald gl Sig. OR  Inferior Superior
NSE - 0,028 12,029 1 0,001 0,908 0,860 0,959
0,097
CA15.3 0,091 0,036 6,196 1 0,013 1,095 1,019 1,176
NGAL - 0,100 5,074 1 0,024 0,799 0,657 0,971
0,224
EGFR - 0,351 17,390 1 0,000 0,232 0,116 0,461
1,463
8-OHdG 0,404 0,101 16,007 1 0,000 1,498 1,229 1,825
_Constante 5,096 2,161 5,561 1 0,018 163,345

B; pardmetro estimado. ET; error estandar. gl; grado de libertad. OR; Odds ratio
95% C.I. para OR; Intervalo de confianza al 95% del Odds ratio. C.I; Intervalo de
confianza

Por tanto, para calcular la probabilidad de que un individuo
sea clasificado en el grupo de caso (con presencia de cancer de
mama), bastaria con sustituir las puntuaciones del sujeto para éstas
variables, en la siguiente ecuacion propuesta, donde p es la

probabilidad de padecer cancer de mama:

1
1+ e—(5.096+(—0.097)-NSE+(0.091)-CA153+(—04224)-NGAL+(—1.463)-EGFR +0.404-0HdG-8)

p (Grupo=1) =
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Sensibilidad del modelo estimado.

Para la realizacion de la curva COR (caracteristica operativa
del receptor) (Fig V.11) se han estimado los valores predictivos de
probabilidad de cada sujeto en el modelo evaluado, y se han
utilizado para modelizar la curva COR.

Los resultados muestran que tanto la sensibilidad como la
especificidad varian segin los puntos de corte, y que el area bajo la
Curva COR es de 0.918, lo que indica un alto poder de
discriminacion del modelo (un 91.8% del méximo posible), siendo

estadisticamente significativa (p < 0.05).

Curva COR

7
4
0.8 I

0.6

Sensibilidad
b

0.4

T T
0,0 0.2 04 06 08 10
1 - Especificidad

Figura V.11. Curva COR sobre modelo estimado
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Como puede contrastarse, la curva presenta altos niveles de
sensibilidad desde el comienzo, ya con niveles bajo de
especificidad. Por ultimo, el modelo estimado por la curva COR ha
resultado estadisticamente significativo (p < 0.05), lo que indica la
pertinencia de dicho modelo a la hora de estimar la probabilidad de
padecer cancer de mama a partir de los biomarcadores NSE,

CA15.3, NGAL, EGFR y 8-OHdG.

Por ultimo, al incluir en un modelo uUnicamente NGAL
(ng/ml), EGFR (ng/ml) y 8-OHdG (ng/ml) se explica el 45.9% de la
variabilidad, mientras que insertando las cinco se eleva a 64.7%.
Por ello, el modelo estimado con cinco variables realmente presenta
mejores indicadores de capacidad predictiva que el compuesto
unicamente con tres, ya que en el caso de ser reducido, se limitaria a

priori la sensibilidad y especificidad del modelo.

Indice de Youden del modelo estimado.

Por altimo, se ha calculado el Indice de Youden para los
valores estimados de la regresion logistica clasificandolos en la
curva ROC a partir del grupo original de estudio. El valor del indice
de Youden es 0.6966, con un IC 95% (.5835 - .7768). Dicho punto
se corresponde a una sensibilidad de .8871 y una especificidad de

.8095.
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Analisis de correlacion de los marcadores entre si mismos.

Por ultimo, se ha realizado una matriz de correlaciones entre
los diferentes biomarcadores analizados. Los resultados muestran
correlaciones significativas en varios cruces de biomarcadores,

como se recoge en la tabla V.8.

Tabla V.8. Matriz de correlaciones entre biomarcadores.

CA15-| CA19-

NSE 3 9 |CA125| AFP | CEA |NGAL | EGFR | 8-OHdG
Cyfra |0.2217| 0,327 | 0,118| -0,016|-0,045(0,310"| 0,371" | 0,051 0,099
NSE -| -0,098 | 0,027 | 0,047 | 0,042 | -0,118 | -0,211"| 0,017 0,117
CA315' - -10,351"| 0,183 | 0,073 | 0,182" | 0,230 | -0,055 0,161
CA919' - - -| 0,217°| 0,185 | 0,288" | 0,007 | -0,039 0,084
CA125 - - - -1-0,019| 0,216" | 0,111 | -0,051 0,024
AFP - - - - -] 0,441 -0,017| 0,120 0,008
CEA - - - - - -] 0,202" | -0,104 0,076
NGAL - - - - - - -| 0,154 0,121
EGFR - - - - - - - - 0,097

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (2 colas).
**, La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).

Concretamente se observan correlaciones significativas de
Cyfra con los marcadores CA15-3, CEA y NGAL (todas ellas con
relacion directa, indicando que niveles altos de Cyfra se relacionan
con niveles altos del resto de marcados, y a la inversa) y relacién
inversa significativa con NSE (a mayores niveles de Cyfra, menores

niveles de NSE).
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Igualmente destaca CA15-3 al presentar relacion directa
significativa con CA19-9, CA125, CEA y NGAL, mientras que
CEA se relaciona con CEA, CAI15-3, CA19-9 y CAIl25.Esta
situacion muestra que, exceptuando los marcadores EGFR y 8-
OHdG donde no se establece ninguna relacion significativa, en el
resto de los marcadores existe en una u otra direccion una

correlacion con los otros marcadores.

Si contrastamos dicho resultado con el obtenido en la
regresion logistica se constata como de los cinco marcadores
significativos para el modelo, dos de ellos no presenta relacion con
otros biomarcadores (EGFR y 8-OHdG), mientras que NSE (con
dos correlaciones significativas, Cyfra y NGAL), CA15-3 (con
cinco, CA19-9, CA125, CEA, NGAL y Cyfra) y NGAL (con tres,
Cyfra, NSE y CA15-3) si se relacionan con el resto de

biomarcadores.

Analisis bivariado de los marcadores en el grupo de casos con

respecto al estadio de cancer.

Un objetivo secundario de nuestro trabajo era el anélisis de
los marcadores en relacion al estadio de la enfermedad. Para ello, se
ha estimado la diferencia entre tres grupos (mujeres con cancer de
mama en estadio I, II o III) usando los valores continuos de cada
uno de los marcadores, recurriendo para ello a una prueba de
contraste de medias basada en el test de Kruskal-Wallis, debido al

bajo tamafio muestral de pacientes en el estadio III.
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En la tabla V.9 se muestran los valores descriptivos para
cada grupo en cada una de los biomarcadores.

Tabla V.9. Estadisticos de los biomarcadores en el grupo de
casos en funcioén del estadio de cancer

Estadio
Des.

Media Mediana tipica Maximo | Minimo

Cyfra Estadio | 1,50 1,35 0,74 3,90| 0,57
[0,25 - 3,30] Estadio Il 1,79 1,44 1,00 529 0,77
(ng/mL) Estadio Il | 2,45 1,95 2,28 7.49| 0,92
NSE Estadio | 5,73 4,31 4,54 17,60| 1,07
[0-13] (ng/mL) Estadio Il 7,90 5,83 6,97 28,21 1,52
Estadio Il | 11,26 8,18 9,97| 30,20| 2,53

CA15-3 Estadio | 18,25 16,71 8,03| 32,24| 4,16
[0-30] (U/mL) Estadio Il 19,25 17,68 11,29 60,35| 4,86
Estadio Il | 31,11 26,65 19,50 62,26 9,91

CA19-9 Estadio | 15,14 10,00 16,19| 72,12 0,60
[0 - 40] (U/mL) Estadio Il 9,69 8,79 7,05 26,76| 0,60
Estadio Il | 18,15 7,58 24,61 70,50 | 0,60

CA125 Estadio | 16,35 14,61 840| 4591| 7,03
[0-35] (U/mL) Estadio Il 14,37 13,75 8,62 4893 6,39
Estadio Il | 21,41 19,31 14,90| 53,46 8,96

AFP Estadio | 2,17 1,84 1,16 439| 0,61
[0-10] (U/mL)  Estadio Il 1,84 1,60 0,81 386| 0,77
Estadio Il 2,13 1,51 1,06 3,70 1,25

CEA Estadio | 2,08 1,90 1,35 6,66 0,51
[0 - 4] (ng/mL) Estadio Il 3,03 2,11 2,69 10,54 0,51
Estadio Il 2,65 1,45 2,38 7,40 1,15

NGAL Estadio | 4,13 3,75 1,74 8,62 1,81
(ng/ml) Estadio Il 5,41 4,55 2,75 13,45 2,07
Estadio Il 4,84 3,69 2,91 10,29 1,81

EGF-R Estadio | 5,08 5,10 0,84 6,58| 3,52
(ng/ml) Estadio Il 4,97 5,13 1,05 6,83| 2,80
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Estadio Il 5,29 5,25 0,83 6,45| 3,98
8-OHdG Estadio | 10,09 9,61 2,75| 18,08 5,119
(ng/ml) Estadio I 11,18 12,15 469| 21,15 0,23

Estadio lll | 15,33 10,13 14,40| 46,76| 4,67

Los resultados de la prueba de significacion, tal como se
recoge en la tabla V.10 no muestra diferencias significativas para
ningin marcador.

Tabla V.10. Prueba de significacion de los biomarcadores en
funcion del Estadio de cancer

Cyfra | NSE |CA15|cA19 | cA12| AFP 8-
025-| [0- |[-3[0|-9[0|5[0-| [0- | CEA EGF | OHd
3,30] | 104] | -30] | -401 | 35] | 10] | [0-4] R G

(ng/m | (ng/m | (U/m | (Um | (Um | (U/m | (ng/m | NGAL(n | (ng/m | (ng/m
L) L) L) L) L) L) L) g/ml) 1) )

Chi-
cuadra 2,260 | 3,420)2,450| 0,808 | 3,776 | 0,778 | 1,443 4,504 1 0,393 | 1,103
do
gl 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Sig.
asintéti | 0,323 | 0,181] 0,294 | 0,668 | 0,151 0,678 | 0,486 0,105| 0,822 0,576

ca

gl; grados de libertad
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5.3 Estudio sobre la relacion de variables
epidemioloégicas sobre el diagnoéstico de cancer de

mama.

Paralelamente se han analizado las diferencias entre un
conjunto de variables epidemioldgicas (edad al diagnostico,
ocupacion, antecedentes familiares, edad de menarquia,
menopausia, nimero de hijos, lactancia, toma de anticonceptivos
orales, THS, enfermedad mamaria benigna, tabaquismo, consumo
de alcohol, IMC y nivel de vitamina D) entre una muestra de casos
(mujeres diagnosticadas con cancer de mama) frente a una muestra

de control (mujeres sanas)

Andlisis bivariado de los marcadores con respecto al grupo

control y de casos.

En primer término, estimamos la diferencia entre ambos
grupos estudiados, para las variables antes descritas. El consumo de
alcohol ha sido eliminado del andlisis por implicar a muy pocos
sujetos ya que practicamente todas las mujeres incluidas en ambos

,

grupos respondieron “no” (=no bebe nunca 6 = bebe

ocasionalmente)

Para los valores continuos de cada uno de los marcadores
considerados cuantitativos (edad, edad de menarquia, IMC y nivel
de vitamina D), se ha decidido recurrir a pruebas paramétricas
debido al tamafio muestral utilizado. Tabla V.11. que podemos ver a

continuacion.
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En primer lugar, se muestran los valores descriptivos para
cada grupo en cada una de las variables epidemioldgicas analizadas,
tal como hicimos en el capitulo anterior. Se han utilizado en la tabla
V.11 la media, mediana y desviacion tipica para variables
cuantitativas y, por otro lado, en la tabla V.12, se han empleado
frecuencias y porcentajes para las variables consideradas

categoricas.

Tabla V.11. Estadisticos de las variables epidemioldgicas
cuantitativas analizados en funcién del grupo

Desviacion

Media Mediana L Maximo Minimo
tipica

Edad Controles  45.23 4200 10.73 79,00 23
Casos 57.79 58,00 15.25 88,00 28

Edad Controles  12.56 13,00 1.30 15,00 10

menarquia  Casos 12.68 13,00 1.41 16,00

MG Controles  24.43 2409 3.43 36,75 18
Casos 28.23 27,00 5.96 54,00 18
Controles

Vit. D (ng/m) 53.18 56,70 17.17 88,50 20,85
Casos 45.50 4350 14.77 9450 17,19

Tabla V.12. Estadisticos de las variables epidemioldgicas
categoricas analizados en funcién del grupo

Grupo
Controles Casos
Frecuencia ‘ % Frecuencia %
No
18 28,57 33 52,40
Ocupacion trabaja
Trabaj 45 71,43 30 47,60
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Antecedentes No 39 61,90 42 66,70
Familiares Si 24 38,10 21 33,30

No 45 71,43 22 34,90
Menopausia

Si 18 28,57 41 65,10

No 11 17,46 12 19,00
Hijos

Si 52 82,54 51 81,00

No 26 41,27 30 47,60
Lactancia

Si 37 58,73 33 52,40

No 36 57,14 47 74,60
ACO

Si 27 42,86 16 25,40

No 59 93,65 60 94,40
THS

Si 4 6,35 3 5,60

No 39 61,90 47 74,60
Fumadora

Si 24 38,10 16 25,40

Los resultados de las pruebas de significacion referidas a las
variables cuantitativas, tal, muestran que si existen diferencias
significativas entre la edad, IMC y nivel de Vitamina D para el
grupo de casos respecto del grupo control.

Concretamente los resultados muestran, en el caso edad, una
diferencia estadisticamente significativa, con un mayor edad media
el grupo de mujeres con cancer de mama (M = 57,79, Mdn = 58 y
DT = 15,25) frente al grupo de mujeres sanas (M = 45,23, Mdn = 42
y DT =10,73), como puede observarse en la figura V.12.
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Figura V.12. Comparacion de la edad media en el grupo de
controles (mujeres sanas) 45,23 afios, en comparacion con el
grupo de casos (mujeres con cancer de mama) 57,79 afos
(p<0,05).

Por otro lado, los resultados de la prueba de significacion
muestran concretamente en el caso del IMC una diferencia
estadisticamente significativa, con un mayor nivel de IMC en el
grupo de mujeres con cancer de mama (M = 28,23, Mdn =27 y DT
= 5,96) frente al grupo control (M = 24,43, Mdn = 24,09 y DT =

3,43), como se recogen en la figura V.13.
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Figura V.13. Comparacion del IMC en el grupo de controles
(mujeres sanas) 24,43, en comparacion con el grupo de
casos (mujeres con cancer de mama) 28,23 (p<0,05). (niveles
normales en area sombreada)

En cuanto a Vitamina D, se observan diferencias
estadisticamente significativas, con niveles mayores de este
marcador en el grupo de mujeres sanas (M = 53,18, Mdn = 56,70 y
DT = 17,17) frente al de mujeres con cancer de mama (M = 45,50,
Mdn =43,50 y DT = 14,85), como se recoge en la grafica V.14.
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Figura V.14. Comparacion de los niveles de vitamina D
(ng/ml) en el grupo de controles (mujeres sanas) 53,18 ng/mli,
en comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer
de mama) 45,50 ng/ml (p=0,010). (niveles normales en area
sombreada)

La ultima variante cuantitativa es la edad de la menarquia;
en nuestro caso no es significativa manteniendo una igualdad en
ambos grupos. Obtenemos edades en el grupo de mujeres sanas (M
=12,56 Mdn = 13 y DT = 1,30) frente al de mujeres con cancer de
mama (M = 12,65, Mdn = 13 y DT = 1,41), como se recoge en la
grafica V.15.
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Figura V.15. Comparacioén de la edad de la menarquia en aios
en el grupo de controles (mujeres sanas) 12,56 afios, en
comparacion con el grupo de casos (mujeres con cancer de
mama) 12,65 anos (p=0,730)

Por ultimo, en cuanto a variables categoricas con diferencias
significativas, se observa que en los grupos control hay un mayor
porcentaje de mujeres que trabajan (71.43% frente al 47.60% del
grupo de casos), menor presencia de menopausia (28.57% frente a

65.10%) y mayor presencia de ACO (42.86% frente a 25.40%).
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Figura V.16. Comparacion del nivel de ocupacion el grupo de
controles (mujeres sanas) 71,43 %, en comparacioén con el grupo de
casos (mujeres con cancer de mama) 47,6 %s (p=0,006).
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Figura V.17. Comparaciéon de la existencia de menopausia en el

grupo de controles (mujeres sanas) 28,57 %, en comparacion con el

grupo de casos (mujeres con cancer de mama) 65,1 % (p<0,05).
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Figura V.16. Comparacion de la existencia de consumo de ACO en el
grupo de controles (mujeres sanas) 42,86 %, en comparacién con el
grupo de casos (mujeres con cancer de mama) 25,4 % (p<0,05)

Los resultados obtenidos en las pruebas de significacion se
resumen a continuacion en las tablas en las tablas V.13 y V.14.

Tabla V.13. Prueba de significacion de las variables epidemioldgicas
cuantitativas en funcion del grupo

Sig.
Sttu‘;‘zn . gl Asintética
(bilateral)
No se han asumido varianzas
Edad iguales -5,344 111,26 0,000
Edad i i
) Se hlan asumido varianzas -0,493 124 0,623
menarquia Iguales
No se han asumido varianzas
IMC iguales -4,393 99,102 0,000

Se han asumido varianzas
iguales

Vit D (ng/ml) 2,680 123 0,008

gl; grado de libertad
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Tabla V.14. Prueba de significacién de las variables epidemiolégicas
categéricas en funcién del grupo

Sig. Asintética

chi cuadrado o] (bilateral)
Ocupacion 7,412 1 0,006
Antecedentes Familiares 0,311 1 0,577
Menopausia 16,862 1 0,000
Hijos 0,053 1 0,818
Lactancia 0,514 1 0,473
ACO 4,272 1 0,039
THS 0,151 1 0,697
Fumadora 2,706 1 0,100

gl; grado de libertad

Regresion Logistica binaria.

A continuaciéon se procede a establecer una regresion
logistica binaria para evaluar la asociacion multivariante entre las
diferentes  variables epidemiologicas que han resultado
significativas en el paso previo con respecto al grupo de casos y de
control, con el objetivo de detectar posibles interrelaciones entre

dichas variables.

Se ha llevado a cabo un procedimiento de Regresion
Logistica Binaria que como ya se explico en el método, se elige este
analisis al tratarse la variable dependiente como variable cualitativa
dicotdémica. Hemos ido introduciendo todas las variables
significativas en el modelo previo, incluyendo 126 sujetos en el
analisis. La codificacion de la vitamina D ha sido Controles = 0,

Casos = 1, incluyéndose en el modelo como variables categoricas la
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ocupacion (0 = no trabaja, 1 = trabaja), la menopausia (0 =no, 1 =
si) y el ACO (0 =no, 1 = si) y como variables continuas la edad, el

IMC y el nivel de vitamina D.

Segun el coeficiente de determinacion, con éste modelo se
explica un 25,3% de la varianza (o un 33,8% mediante la R?
corregida de Nagelkerke). Asi mismo, la Prueba de Hosmer y
Lemeshow indica que el ajuste del modelo estimado es adecuado (p
>0.05)

Segun la tabla de clasificacion se comprueba que el modelo
tiene una sensibilidad alta (79,4%) y una especificidad media
(63,9%), clasificando adecuadamente al 71,8% de los sujetos en los

respectivos grupos de casos y controles.

En la tabla V.15. se incluyen los pardmetros estimados para
cada una de las variables incluidas en el modelo. Como puede
apreciarse, solo la edad y el IMC presentan en este analisis

multivariante una relacion positiva con la presencia de cancer.

Tabla V.15. Parametros del modelo final estimado mediante
regresion logistica

95% C.I. para OR

B ET Wald gl Sig. OR  Inferior Superior
Edad 0,068 0,030 5,293 1 ,021 1,071 1,010 1,135

Ocupacion -0,246 0,511 0,232 1 0,630 0,782 0,287 2,129
Menopausia 0,421 0,731 0,332 1 0,564 1,524 0,364 6,389
ACO 0,362 0456 0,633 1 0,426 1,437 0,588 3,509
IMC 0,145 0,057 6,343 1 0,012 1,156 1,033 1,293
 Vitamina D -0,009 0,014 0,444 1 0,505 0,991 0,965 1,018
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Constante -7,204 2,524 8,145 1 0,004 0,001

B; pardmetro estimado. ET; error estandar. gl; grado de libertad. OR; Odds ratio 95% C.I.
para OR; Intervalo de confianza al 95% del Odds ratio. C.I; Intervalo de confianza

Los resultados muestran cdmo la vitamina D, que en el
analisis bivariado resultaba significativa, en el modelo multivariante
no aporta capacidad predictiva. La explicacion de dicho resultado
queda evidente cuando se analiza la correlacion entre la vitamina B,
la edad y el IMC. En la siguiente tabla podemos observar el analisis

de correlacion entre los tres parametros.

Tabla V.16. Analisis de correlacion de Pearson entre el nivel de
Vitamina D, edad e IMC.

IMC Vit.D

Edad 364" -,334"

IMC 1 -,206

* Significativo a p < 0,05;
** Significativo a p < 0,01

Como se puede observar, existe una correlacion significativa
e inversa de la variable vitamina D con respecto a la edad y al IMC,
mientras que la relacion es significativa y directa entre IMC y edad.
Esta relacion significativa de la edad y el IMC sobre la vitamina D
puede ser una de las explicaciones de la no significatividad del nivel
de vitamina D. O sea, el estudio multivariante indica que la edad y
el IMC se correlacionan inversamente con los niveles de vitamina
D, por lo que a la hora de predecir la probabilidad de padecer

cancer, la edad y el IMC por si mismos darian mas informacion que
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la vitamina D. En todo caso, este analisis con resultado diferente al
estudio bivariado no invalida los niveles de vitamina D como factor

de riesgo para la enfermedad.

Regresion  logistica  binaria del modelo de variables

epidemiologicas y biomarcadores.

A continuacion se procede a establecer una regresion
logistica binaria que contrasta si la combinacién de las variables
epidemioldgicas y los biomarcadores, anade una mejora con

respecto a los modelos previos.

Se ha llevado a cabo un procedimiento de Regresion
Logistica Binaria mediante inclusion (hacia adelante) por el método
de Wald incluyendo 126 sujetos en el analisis. La codificacion de la
variable dependiente ha sido Controles = 0, Casos = 1, no

incluyéndose mas variables categoricas en el modelo.

Segun el coeficiente de determinacion, con éste modelo se
explica un 51.8% de la varianza (o un 69.1% mediante la R’
corregida de Nagelkerke). Asi mismo, la Prueba de Hosmer y
Lemeshow indica que el ajuste del modelo estimado es bueno (p >0
.05).

Sin embargo, si se contrasta lo que el modelo de variables
epidemioldgicas afiade al modelo de biomarcadores, inicamente se
registra un incremento de varianza explicada del 5,1%, resultando,
no obstante, dicha mejora significativa en base a la prueba 6mnibus
del modelo (p = 0,005).
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Concretamente, en este modelo se conserva todos los
biomarcadores incluidos de inicio (NSE, CA15.3, NGAL, EGFR y
8-OHdG), mientras que de las variables epidemioldgicas solo se

conserva el IMC.

Segun la tabla de clasificacion se comprueba que el modelo
tiene una Sensibilidad alta (88.5%) y también una Especificidad alta
(82.3%), clasificando adecuadamente a los sujetos en los grupos de

casos y controles.

En la tabla V.17 se incluyen los pardmetros estimados para
cada una de las variables incluidas en la ecuacidon, observandose
pocas diferencias con los parametros de la tabla V.7 de los

parametros de los biomarcadores sin incluir el IMC.

Tabla V.17. Parametros del modelo final estimado mediante
regresion logistica de los indicadores epidemiolégicos y de los
biomarcadores.

95% C.I. para OR

B ET Wald gl Sig. OR _Inferior Superior
NSE -0,104 0,032 10,896 1 0,001 0,901 0,847 0,959
CA15.3 0,088 0,038 5,328 1 0,021 1,092 1,013 1,178
NGAL -0,287 0,111 6,627 1 0,010 0,751 0,603 0,934
EGFR -1,469 0,383 14,713 1 0,000 0,230 0,109 0,487
8-OHdG 0,351 0,107 10,673 1 0,001 1,420 1,151 1,753
IMC 0,210 0,078 7,362 1 0,007 1,234 1,060 1,437
_Constante 0,643 2,705 0,057 1 0,812 1,903

B; pardmetro estimado. ET; error estandar. gl; grado de libertad. OR; Odds ratio
95% C.I. para OR; Intervalo de confianza al 95% del Odds ratio. C.I; Intervalo de
confianza

Seglin estos parametros exponemos una nueva ecuacion

donde p es la posibilidad de padecer cancer de mama,;
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1
p (Grupo = 1) = 1+e—(0.643+(—0.104)-NSE+(0.088)-CA153+(—0.287)-NGAL+(—1.469)-EGFR +0.351-0HdG—8 +0.210-IMC)

Sensibilidad del modelo estimado.

Como hicimos anteriormente, procedemos a la realizacion
de la nueva curva COR (Fig V.17) se han estimado los valores
predictivos de probabilidad de cada sujeto en el modelo evaluado, y
se han utilizado para modelizar la curva COR.

Los resultados muestran que el poder predictivo es muy
elevado con una sensibilidad muy alta y por tanto indica un alto

poder de discriminacion del modelo.

Curva COR

0,57

0,64

Sensibilidad

0.4

0.0 T T T
00 02 0.4 0,5 08 10

1 - Especificidad

Figura V.17. Curva COR sobre modelo estimado
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5.4 Resumen final de los resultados del estudio.

En resumen, los resultados muestran como la mayoria de
marcadores, utilizando sus rangos comerciales, tienen una muy
limitada capacidad predictiva, derivado principalmente de la poca
frecuencia de positivos (por encima del rango aceptable) de los

sujetos, tanto en el grupo de controles como de casos.

Sin embargo, la utilizacién de los marcadores como valores
continuos ofrece una mayor capacidad predictiva. Concretamente
Cyfra, NSE, CA15-3, CEA, EGF-R y 8-OHdG ofrecen diferencias
significativas entre ambos grupos. De estos resultados, se desprende
un modelo predictivo compuesto por NSE, CA15-3, NGAL, EGF-R
y 8-OHdG, realizado a partir de una regresion logistica, en el que la

capacidad de bien clasificados supera el 85% de los casos.

Por ultimo, el estudio de otras variables sociodemograficas
ha mostrado diferencias entre ambos grupos en la edad de los
sujetos, el IMC, los niveles de Vitamina D, el tipo de ocupacion, la
presencia de la menopausia y el ACO. A pesar de que mediante una
regresion logistica se constituyd un modelo predictivo a partir de
estas variables, dicho modelo clasificé adecuadamente a mas del
70% de los sujetos, lo cual mostrd que a pesar de no ser variables de
orden clinico, la capacidad predictiva del modelo generado a partir
de estas variables se sitia con niveles de sensibilidad y

especificidad adecuados.

Con todo ello, se ha logrado una definicion adecuada del

grupo de cancer de mama frente al grupo de mujeres sanas usando,
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por un lado, una serie de biomarcadores y, por otro, una

combinacion de variables sociodemografica, todo ello con una

adecuada capacidad predictiva.
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CAPITULO VI: DISCUSION
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6. Discusion

6.1 Analisis General

Globalmente podemos considerar que nuestros resultados
aportan hallazgos relevantes en el estudio del cancer de mama. Por
un lado el estudio de marcadores indica que los marcadores
“rutinarios” no son utiles para las fases precoces de la enfermedad,
aunque algunos de ellos presentan diferencias significativas siendo
mas elevados en los casos. Sin embargo, no se elevan por encima
de los valores estandares y por tanto no son aptos para realizar un
diagnostico precoz por si mismos. Por otra parte, de los tres
marcadores experimentales utilizados hay dos (EGFR y 8-OHdG)
que arrojan claras diferencias significativas entre ambos grupos,
estos marcadores son esperanzadores y por tanto tendrian que ser

objeto de estudios con mayor profundidad.

Respecto al analisis de los diferentes factores de riesgo;
teniendo en cuenta que el objetivo principal del trabajo no era ese y
que la muestra era pequefa para un estudio epidemiologico al uso,
podemos extraer evidencias muy interesantes y coincidentes con
macroestudios realizados en la materia. Asi destacan la edad, el
IMC vy los niveles bajos de vitamina D como factores relacionados
con la presencia de cancer de mama. La existencia de menopausia y
paraddjicamente la menor toma de ACO también se asociaron al
cancer de mama significativamente. Por ultimo, el papel de la falta
de ocupacion laboral como factor de riesgo es si cabe mas
interesante. La discusion sobre todos estos hallazgos la realizamos

en los apartados siguientes.
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6.2 Discusion sobre el estudio de marcadores

La bateria de marcadores analizados ha sido muy amplia y
ha incluido todos los marcadores rutinarios que de una forma u otra
se utilizan en el diagnostico y seguimiento del cancer de mama.
Tanto los mas especificos (CEA y Ca 15.3) como aquellos que se
usan con mayor frecuencia en otras patologias oncoldgicas (Cyfra,

NSE, Ca 125, Ca 19.9 y AFP).

En la prueba de significacion obtuvimos diferencias
significativas para Cyfra, NSE, Ca 15.3 y CEA. Cuando asumimos
los puntos de corte, suministrado por los propios fabricantes, ningun
marcador, excepto Ca 15.3, resulta significativamente diferente. Por
tanto, el tnico que mantenia niveles medios elevados por encima de
los rangos del grupo control fue el Ca.15.3. Por ello podriamos
considerarlo el mas especifico de todos los ensayados, lo que
coincide con la bibliografia (Eskelinen, 1997; Chen, 2014). Sin
embargo hay que tener en cuenta que el nivel de casos con los
niveles elevados so6lo fue del 11,29 %, por lo que la sensibilidad del
marcador obtenida es baja. Este dato es coherente con multitud de
estudios previos donde se constata que en el cancer de mama
precoz, la sensibilidad del Ca 15.3 es baja y que depende del estadio
de la enfermedad (Lumachi et al. 2004; Molina et al., 2010); asi en
Estadios I, la posibilidad de que el marcador se eleve, es tan solo
del 10 %, en Estadios II del 20 %, en Estadios III del 40% y ya en
Estadios IV del 75% (Dufty, 2006). En el estudio de Molina (2010),
la posibilidad de elevacion en una muestra muy amplia de mujeres

con cancer de mama primario fue del 19%. Comparado con nuestro
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resultado (11%) es un valor superior con mayor sensibilidad pero
hay que tener en cuenta que en el estudio se incluyeron muchas
pacientes con T3 y T4; sin embargo en nuestro estudio las pacientes

con T4 no se incluyeron y solo habia un 5% de T3.

En cuanto a la especificidad del Ca 15.3, debemos recordar
que aunque mayor que la sensibilidad, sigue siendo limitada; mas
aun si se persigue un uso en diagnostico precoz y por tanto evitar
los falsos positivos. Asi, segin la misma bibliografia citada
anteriormente, la especificidad es media debido principalmente a
que existen multitud de situaciones clinicas no cancerigenas en las
que puede elevarse y por tanto producir un falso positivo
(infecciones pulmonares, enfermedades autoinmunes, quistes
ovaricos, insuficiencia renal, cirrosis, anemia megaloblasticas y
otros tumores como el cancer de ovario) (Molina et al., 2013). Otro
estudio realizado en muestras de 72 mujeres con cancer de mama,
19 con patologia benigna mamaria y 45 controles sanos, obtuvo
elevacion del marcador Cal5.3 en un 37 % de cancer de mama, 12
% del grupo de patologia mamaria benigna y 14 % del grupo
controles sanos. Ademds de reflejar la disparidad de resultados
positivos obtuvo solo diferencias significativas en la comparacion
con el subgrupo de pacientes en estadios I y III en linea con el
argumento ya comentado sobre la relacion directa entre la carga
tumoral y la elevacion de Ca 15.3, lo que cuestiona su validez como
marcador en diagnostico precoz (Atoum et al.,, 2012). Nuestros
datos presentan alta especificidad sin contabilizarse ningun falso

positivo en el grupo control. Este hecho podria deberse a que son
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mujeres sanas y sin patologia cronica benigna; por tanto sin existir

potencialmente causa de falsos positivos.

Un trabajo andlogo al nuestro fue publicado en 2012 por un
grupo holandés (Annemieke et al., 2012), en el que analizaron 10
marcadores tumorales (Ca 15.3, CEA, Ca 125, Ca 19.9,
alfafetoproteina, prolactina, osteopontin, haptoglobina, leptina y el
factor inhibitorio de la migracion) medidos en 68 mujeres con
cancer de mama y 68 controles sanos y no se encontraron
diferencias significativas con ningin marcador individual ni

tampoco combinados en forma de panel.

En base a nuestros resultados desaconsejamos el uso de
estos marcadores en el diagnostico precoz del cancer de mama,
lo que es congruente con los consensos internacionales y las guias
de practica clinica. Sin embargo se produce actualmente un uso
indebido de los marcadores “especificos” (CEA y Ca 15.3) o del
resto de marcadores en la fase diagnostica de la enfermedad, que no

esta justificado en base a hallazgos cientificos.

Logicamente existe gran preocupacion en los gestores
sanitarios, responsables de laboratorios y muchos médicos
implicados, ya que se constata el desconocimiento y la mala praxis
en la prescripcion de marcadores tumorales. Ademas de los
consensos internacionales, las distintas sociedades cientificas han
intentado regular esta cuestion y protocolizarla (Algara y Sabadell,

2013; Henry et al, 2014), sin mucho éxito hasta la fecha.
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La actuacion de los profesionales de atencidon primaria es
basica en esta materia ya que es el mayor colectivo de potenciales
prescriptores. Sus consensos y protocolos han desaconsejado el uso
en el diagnostico precoz de estos marcadores, tal como se expone en
la excelente revision dirigida por el médico de atencién primaria
Gustavo Teresa en colaboracion con medicina interna (Teresa et al.,
2002). Un estudio americano realizado en 40.000 mujeres con
cancer de mama compar6 los costes de unas 17.000 pacientes que
habian sido sometidas a seguimiento con la realizacion de
marcadores tumorales (CEA, Ca 15.3 o Ca 27.29) durante 2 afios,
frente al resto donde no se habia determinado ningun marcador. El
sobrecoste del primer grupo fue un 29.4 % mayor. No se detectaron
mas recidivas en el grupo de seguimiento con marcadores, pero si
fueron sometidas a mas estudios radiologicos (Ramsey et al.,

2014).

Nuestra opinién es que debiera regularse el abandono de
estas peticiones de marcadores tanto en el contexto clinico del
screening como en el clinico de pacientes con nédulos mamarios en
estudio por parte de cirujanos, ginecodlogos o médicos de atencioén
primaria. El ahorro consiguiente en un uso racional y restrictivo de
los marcadores tumorales en la fase diagndstica podria repercutir
muy beneficiosamente en otros recursos necesarios en la sanidad
publica. El coste-oportunidad del uso de estos marcadores refleja
una ingente cantidad de actuaciones eficientes que podrian ponerse
en marcha con un uso responsable de los mismos (Rodriguez, 2005;

Ocaia y Aceituno, 2014).
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En cuanto al marcador NGAL no ha presentado diferencias
significativas respecto al grupo control, lo cual no es coincidente
con parte de la bibliografia disponible donde se han observado
niveles significativamente elevados de NGAL y MMP9 en suero
(Provatopoulou et al., 2009) o en orina (Fernandez et al., 2005).
Nuestro estudio cuestiona dicha utilidad y los mismos autores
reconocen que los trabajos se han realizado con muestras pequefias
y son poco concluyentes, precisandose nuevos estudios para

determinar la verdadera eficacia del marcador.

Diferente enfoque planteamos respecto al analisis de los
otros dos marcadores experimentales analizados. El andlisis del
EGFR resulta muy interesante ya que nos indica significacion (al
elevarse en el grupo control frente al grupo casos). Aunque estos
resultados podrian interpretarse como paraddjicos, en realidad son
comprensibles si revisamos resultados de otros trabajos previos. Un
estudio inglés sobre los niveles de EGFR, realizado en 57 mujeres
con cancer de mama y 57 controles, reveld unos niveles
significativamente mas elevados en las mujeres sanas (mediana 75.3
ng/ml frente a 59.3 ng/ml en pacientes, (p<0.001)) (Asgeirsson et

al., 2007) lo que coincide con nuestros resultados.

Sin embargo, Hutchinson estudié un grupo de mujeres
pertenecientes a la cohorte del estudio WHY-OS (Women’s Health
Initiative Observational Study) comparando 93 casos con 93
controles y analizando 6 marcadores proteicos, y el tnico
significativo fue el EGFR, elevado en los casos con una OR de 1,44

(p=0.0008) (Hutchinson, 2011).
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En un trabajo reciente encontramos diferencias significativas
con niveles elevados de EGFR en 96 pacientes frente a 30 controles
sanos (Tas et al., 2015). A dicha confusién se le une el problema de
la escasez de estudios en esta area por lo que podriamos asumir el
texto introductorio de Tas; “los niveles séricos de EGFR (sEGFR)
han sido objeto de relativamente pocos informes, y los resultados
de los estudios son contradictorios. Se describio que los pacientes
con cancer de mama mostraron disminucion de los niveles de
proteina SEGFR comparados con los sujetos control sanos,
mientras que otros encontraron niveles de aumento de o ninguna

diferencia entre sujetos sanos y pacientes.”

De momento pues, y a la espera de nuevos estudios, no es
recomendable el uso de los niveles EGFR como marcador del

cancer de mama precoz.

Por otro lado sabemos que el estrés oxidativo estd presente
desde las fases iniciales del cancer, y que la cuantificacion sérica
del 8-OH-dG es uno de los parametros mas validados para medir el
estrés oxidativo (Valavanidis et al., 2009). Sin embargo sorprende
sobremanera la escasez de estudios que hay en este campo, teniendo
en cuenta ademas la potencialidad de uso en un area tan necesitada
como es la oncologia. El profesor Navarro, director de este trabajo,
participa en un equipo con experiencia mundial en este area
(Garcia-Sevillano et al., 2014) por lo que decidimos incluirlo entre

el conjunto de marcadores de este estudio.
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No hemos encontrado ninguna referencia sobre la
medicion del 8-OH-dG como marcador precoz del cancer de mama,
sin embargo a nivel tedrico subyacia en la comunidad cientifica la
hipotesis de que los niveles de 8-OH-dG podrian elevarse en fases
iniciales del cancer de mama como reflejo del estrés oxidativo
provocado por los cambios displésicos incipientes (Valavanidis et
al., 2009). Pues bien; los resultados de este estudio confirman por
primera vez que la elevacion del marcador 8-OH-dG es significativa
en el grupo casos (p<0.0005) y por tanto podria confirmarse como
un nuevo marcador precoz para cancer de mama. En este sentido, y
destinado a la validacion de dicho pardmetro como marcador precoz
de cancer de mama, el primer paso seria realizar un nuevo estudio
en una muestra amplia de controles, para definir los rangos estandar
de la poblacion sana. Posteriormente  mediante un estudio
multicéntrico se mediria el marcador en distintas situaciones de
pacientes con cancer de mama (diagnostico precoz, fase
prequirurgica, en seguimiento, enfermedad avanzada, etc.)
comparado con grupo control para definir la sensibilidad,

especificidad y valor predictivo del marcador.

Otro objetivo de nuestro trabajo fue establecer una posible
correlacion entre los distintos marcadores. En pocos trabajos se ha
realizado este estudio y con resultados contradictorios. Asi por
ejemplo, en un trabajo realizado con Ca 15.3 y CEA no se encontro
correlacion entre ambos (Moazzezy et al, 2014). En nuestro trabajo
encontramos correlacion generalmente positiva entre la mayoria de
marcadores. Solo dos marcadores; EGFR y 8-OHdG no mantienen

ninguna correlacion con los demas. La explicacion pudiera ser que
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el origen bioldgico y funcional es distinto a los demas marcadores y
no comparten tantas similitudes. No obstante se desconoce una
aplicacion clinica de estas asociaciones en si mismas, mas alla de la
creacion de un modelo combinado que ofrezca mayor sensibilidad

predictiva, tal como exponemos a continuacion.

Existen numerosos investigadores que han estudiado
diferentes combinaciones de varios marcadores para asi optimizar la
sensibilidad y especificidad del método (Pedersen et al, 2013).
Estos aspectos son muy importantes cuando se pretende
generalizarlos en el ambito del diagnéstico precoz tal como
establecia ya Wilson (1969) en sus condiciones para una

determinada prueba de screening.

Asi mediante la regresion logistica, hemos encontrado un
modelo final compuesto por una ecuacidn que es capaz de
discriminar un caso con una potencia estadistica del 91.8 %.
Nuestra ecuacion estd compuesta por cinco marcadores (NSE, Ca
15.3, NGAL, EGFR, 8-OH-dG) tal como se expone en la Figura
VIL.1.

1
p (Grupo =1) = 1 + g (509 +(~0.057) NSE+ (0.091)-CALS; + (~0.224]-NCAL+ (- 14631 EGFR +0.A04-OHdCE)

Figura VI.1. Ecuaciéon derivada del analisis de egresion logistica de

los marcadores.

Aplicando la ecuacion propuesta podriamos obtener un
instrumento que ante mujeres con sospecha clinica o radioldgica de

cancer de mama, nos seleccionaria en mas del 90% la existencia de
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cancer de mama y por tanto la necesidad o no de realizar estudios
biopsicos. No obstante, la determinaciéon de cinco marcadores
supone un coste elevado para generalizar el uso en diagnostico
precoz poblacional, por lo que podria restringirse su uso a casos
particulares; donde existiera una  duda diagndstica clinico-
radioldgica, con antecedentes familiares o con factores de riesgo
elevados. Desde nuestro punto de vista, nos resulta interesante
depurar y mejorar dicha ecuacion en estudios futuros para disminuir
el nimero de pardmetros y optimizar la razon coste/beneficio

permitiendo asi un uso generalizado de la misma.

En este intento de optimizar dicha ecuacion, hemos
realizado también un estudio de regresion logistica combinando los
Biomarcadores con las caracteristicas epidemioldgicas, encontrando
que solo la incorporacion del IMC tendria un discreto pero
significativo impacto, al elevar la sensibilidad al 88% y la
especificidad al 82%. Por otra parte cuando se trata de ganar
eficiencia eliminando alguno de los marcadores, el poder de

prediccion disminuye ostensiblemente.

6.3 Discusion sobre el estudio epidemioloégico

La encuesta epidemioldgica (Anexol) fue disefiada para
incluir los principales factores de riesgo conocidos para el cancer de
mama; incluimos preguntas sencillas y que requerian datos

conocidos por cualquier participante.
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El analisis de las variables ofrecid un resultado interesante,
demostrandose una tendencia superior en la mayoria de items de
riesgo en el grupo casos. Asi; los antecedentes familiares de cancer
de mama, el tabaquismo, la enfermedad mamaria benigna y el IMC
fueron mas elevados en el grupo casos. La edad es superior en el
grupo casos ademas con caracter significativo con respecto al grupo
control. La existencia de menopausia fue mas frecuente en el grupo
casos motivada por la edad mas elevada de dicho grupo. Todos
ellos estdn claramente definidos como factores de riesgo como
expusimos en el apartado 1.3 de la Introduccion. Respecto a la
lactancia, el resultado es paradodjico ya que es un claro factor
protector demostrado en multiples revisiones sistematicas
(Anothaisintawee et al., 2013) y sin embargo su practica fue
ligeramente mayor en el grupo casos. Probablemente este hecho se
deba a que las mujeres del grupo control son mas jovenes y viven
su maternidad en una época en que los beneficios de la lactancia

estan claramente definidos.

Otros factores de riesgo conocidos han sido similares en
ambos grupos como la nuliparidad, el consumo de alcohol y el uso
de terapia hormonal sustitutiva, probablemente por las pocas
mujeres expuestas a estos factores en ambos grupos. La edad de la
menarquia fue similar en ambos grupos, cuando podria esperarse

que fuera menor en el grupo casos (Nelson et al., 2012).

Por el contrario y paraddjicamente, el consumo de ACO fue
mayor en el grupo control, y la ocupacion laboral también fue

mayor en el grupo de controles que en el de casos, lo que apoya que
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estas mujeres estan en linea con el prototipo de mujer de la

sociedad actual.

De todos los factores analizados, solo 6 resultaron
significativos en el analisis bivariado; tres cuantitativos: la edad, el
IMC y los niveles de vitamina D y tres categoricos: la falta de
ocupacion laboral, la menopausia y la menor toma de ACO. Por
ello, segin nuestro trabajo podemos considerarlos como factores

asociados a la presencia de la enfermedad.

Respecto a la edad, las diferencias entre el grupo casos y
controles fueron significativas (57 afios vs 45 afios). Esta
contrastado que el cancer de mama aumenta con la edad,
elevandose la fraccion acumulada de riesgo conforme la mujer pasa
la edad media de su vida. La edad de nuestra serie coincide con la
de multiples estudios publicados, lo que refuerza la validez de la
muestra (GEICAM, 2014; McGuire, 2015). El motivo de que los

controles sean mas jovenes puede deberse a un sesgo de seleccién

al incluirse mujeres sanas preocupadas por sus salud. Entendemos
pues que la edad es un factor de riesgo en linea con otras
publicaciones, aunque asumimos que parte de este efecto puede
deberse no solo a la fraccion acumulada de riesgo, sino al posible

sesgo de seleccion de los controles.

Otro factor que ha resultado tener diferencias significativas
ha sido el IMC; ya que la mediana de los indices fue de sobrepeso
(25-30; nivel sobrepeso) en la serie casos (28,23) frente a la

mediana con indices normales (18-25; nivel normal) de la serie
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controles (24,43). Recientemente se ha postulado que la obesidad es
un factor de primer orden en la oncogénesis, superado Unicamente
con el tabaquismo y capaz de multiplicar el riesgo de cancer entre 2
y 5 veces. Se relaciona directamente con numerosos tumores, entre
los que figuran los mas frecuentes como el cancer de mama o el
colorectal, y estd motivando numerosas llamadas de atenciéon por
parte de la sociedad médica (SEOM, 2015). Nuestro estudio avala
esta teoria y establece el papel relevante de la obesidad como factor

de riesgo en el cancer de mama.

El analisis de la vitamina D refleja diferencias significativas
con niveles inferiores detectados en el grupo casos (53.19 vs
45.65), tal como cabia esperar. El descenso de vitamina D sérica se
ha postulado como factor de riesgo de cancer de mama
(Chlebowski, 2013). Sin embargo, cuando profundizamos en el
examen, observamos que los niveles de vitamina D que en el
andlisis bivariado habian resultado significativos, en el modelo
multivariante no aportaban capacidad predictiva. La explicacion de
dicho resultado queda evidente cuando se analiza la correlacion
entre la vitamina D, la edad y el IMC. Existe una correlacién
significativa e inversa de la variable vitamina D con edad y con el
IMC. Mientras que la relacion es significativa y directa entre IMC y
Edad. Esta relacion de la edad y el IMC sobre la vitamina D puede
ser una de las explicaciones que interfiera en la falta de
significatividad del nivel de vitamina D, tal como explicamos en los
resultados. La obesidad se relaciona con decrementos en la
vitamina D y ambos estan implicados en el aumento de riesgo del

cancer de mama. La relacion entre la vitamina D y el IMC que
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hemos encontrado estd recientemente descrita en la literatura y
supone un debate vivo sobre el papel independiente o no, de los
niveles de vitamina D en el riesgo de cancer de mama (Morton and

Thompson, 2013).

Otro dato recogido que resultd tener diferencias

significativas fue la ocupaciéon laboral existiendo un mayor

porcentaje de amas de casa en el grupo casos (52% vs 28%). No
encontramos una explicacion clara a este hecho pero podria
relacionarse con que de las mujeres controles, predispuestas a
cuidar su salud, tendrian por tanto mejor nivel cultural y
posiblemente socioecondémico. Otra explicacion es que aunque la
ocupacion laboral no se considere un factor de riesgo per se, si se
ha descrito el bajo nivel socioeconémico como factor predisponente
de cancer de mama, probablemente por la dificultad de acceso a
cuidados médicos (Ward et al., 2004) o también por una
alimentacion mas deficiente desde el punto de vista de
antioxidantes como por ejemplo el aceite de oliva o el pescado. Este
hecho puede relacionarse, en parte, con mujeres en desempleo o
amas de casa. Pocos estudios se han llevado a cabo en poblaciones
de pacientes con céncer de mama para entender sus
comportamientos en la busqueda de asistencia médica. En los
paises en vias de desarrollo, la mayoria de las pacientes con cancer
de mama contintan siendo diagnosticadas en estadios relativamente
avanzados. Se ha observado que el cancer de mama frecuentemente
se diagnostica en estadios avanzados en pacientes con bajos
ingresos y bajo nivel educativo (Baena, et al. 2011; Pakseresht, et

al. 2014)
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La existencia de menopausia fue mas frecuente de forma
significativa en el grupo de pacientes (65,1 % vs 28,57 %) y por
tanto un factor a tener en cuenta. Su importancia como factor de
riesgo esta determinada cuando es tardia (>54 afios), pero no en si
por la existencia de la misma. En nuestro caso asumimos que este
factor va paralelo a la diferencia de edad entre ambas series como
proceso natural. No disponemos de la edad en la ocurrio la
menopausia de todos las mujeres de ambas series ya que al ser un
proceso continuo y duradero, en algunos casos no la recordaban, o
no estaban seguras. Por tanto no hemos podido realizar un analisis

mas detallado de éste factor.

Por ultimo destacar que la toma de ACO fue més frecuente
en el grupo control (42,8% vs 25,4 %) al contrario de lo descrito en
la bibliografia. Sin embargo hay dos consideraciones que aclaran
esta controversia. En primer lugar, podria existir un sesgo de
seleccion como ya explicamos anteriormente, en el grupo control;
compuesto por mujeres mas jovenes y con mejor nivel cultural, a la
par que preocupadas por no tener embarazos. Este hecho favorece
que la toma de ACO sea mas probable que en el grupo casos ya que
su consumo se relaciona con la formacion y con el nivel de
educacion sexual de las mujeres. El otro motivo que justifica estos
resultados se deduce del andlisis pormenorizado de la variable;
cuando recogemos el tiempo de toma de ACO, observamos que la
gran mayoria del grupo control ha estado realizando dicho
tratamiento por un espacio menor de 5 afos, siendo tan solo 5
mujeres (7,9 %) las tomadoras de 5 o mas afios. En el grupo casos

son solo 4 mujeres lo que supone un 6,4 % del total. Queda claro
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que la toma de ACO durante 5 o més afos tal cual estd establecida
como factor de riesgo, es similar en ambos grupos y por tanto no
deberiamos establecerla como factor de riesgo ni protector en

funcidn de nuestros resultados.

El grupo casos es un grupo homogéneo que se reclutd de
forma consecutiva conforme las pacientes iban acudiendo a la
consulta de cirugia, siempre con un diagnostico previo de cancer de
mama. Refleja con exactitud nuestra practica clinica diaria
coincidente con nuestro entorno nacional. Las caracteristicas de la
muestra se expusieron en el apartado 4.3 de Material y Métodos.
Realizando una comparativa con la serie mayor, publicada en
Espafia en el contexto del estudio “Alamo III” donde se incluyeron
10.505 pacientes, las muestras son perfectamente superponibles
(GEICAM, 2014). La mediana de edad es la misma (58 afios), la
edad de la menarquia es similar (12,6 afios en nuestra serie vs. 13
afios en Alamo III), la nuliparidad es del 20% en ambos casos, el
porcentaje de mujeres menopausicas es el mismo (66% vs 67%), y
los porcentajes de fumadoras y antecedentes familiares fueron
ligeramente superiores en nuestra serie. Respecto a las
caracteristicas de los tumores también encontramos claras
similitudes; la variedad histoldgica predominante fue ductal seguida
de lobulillar en ambos casos (82% y 14% en nuestra serie vs. 81% y
9,3% en la de referencia). El grado histoldgico 2 fue mas frecuente
en nuestra serie (68% vs 48%) probablemente porque el grado 1
que obtuvimos fue menor que en la serie de referencia indicando
posiblemente diferencias inter-servicios en la percepcion y

procedimiento del patdlogo. Los receptores hormonales de
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estrogeno y/o progesterona solo fueron negativos en un 12% en
nuestra muestra y en un 21% en el estudio Alamo. La positividad
del Her-2 fue menor en nuestra serie (17% vs 26%) este hecho
puede deberse a que en la recogida de datos del estudio Alamo III,
se incluyeron todas las pacientes diagnosticadas de cancer de
mama, incluyendo las pacientes con tumor localmente avanzado
(7.7 %) o metastasico de inicio (4.4%), que estaban excluidos en
nuestro estudio ya que el objeto de nuestro estudio fue la deteccion

precoz del cancer de mama.

Esta también puede ser la explicacion de porqué la serie
Alamo III tiene mayores indices de factores de riesgo en
comparacion con la nuestra (Grado III, Her-2 positivo, receptores
hormonales negativos). No obstante, con la salvedad aludida de un
12% de pacientes clasificados en la serie de referencia y que no
estan incluidos en la nuestra, el resto de tumores se distribuyen de
forma homogénea; asi el tamafio tumoral, la afectacion ganglionar y
los estadios fueron similares. En nuestra serie los estadios de
nuestra serie se agruparon basicamente en fases precoces I, IIA y
IIB (52%, 22% y 14%) de forma parecida a la serie de referencia
(38%, 32% y 18%). Otra explicacion posible a esta diferencia es
que estas mujeres fueron diagnosticadas en 35 centros espanoles en
el periodo 1998-2001 cuando aln los resultados de los Programas
de deteccion precoz no estaban completamente desarrollados como

ocurre en la actualidad y en el momento de reclutar nuestra serie.

En cualquier caso queremos recordar que el objetivo de este

trabajo es la determinacion de marcadores utiles para deteccion
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precoz del cancer de mama y por tanto nos centramos en el
reclutamiento de pacientes en fases tempranas; la gran mayoria
fueron estadios I y IIA. El grupo casos incluia u muchos tumores
microscopicos no palpables que habian sido diagndsticos en
mamografias del PDP (30%). El resto eran tumores localizados y
operables incluidos en fase precoz prequirurgica, o sea,

clinciamente estadios precoces (I y II).

Asi en el analisis de correlacion entre los distintos
marcadores y el estadio tumoral no encontramos resultado positivo
que relacione la elevacion de ninguno de los marcadores con un
estadio determinado (I, II o III). Como dijimos anteriormente,
numerosos investigadores han encontrado mayores indices de
elevacion de marcadores (principalmente CEA y Ca 15.3) en
estadios mas avanzados (Il y IV) (Molina et al, 2010; Zhang et al,
2013). Estos estadios eran criterios de exclusion en nuestro trabajo
y por ello pensamos que en nuestra serie no ha habido correlacion
entre la elevacion de algunos marcadores y el estadio puesto que no

contiene tumores localmente avanzados ni metastasicos.

Otro aspecto a resaltar del grupo casos es la elevada
proporcion de alta densidad mamaria radioldgica. Este factor de
riesgo no pudo evaluarse en el grupo control porque muchas
mujeres nunca se habian hecho una mamografia y era
imprescindible disponer del informe radioldgico para computarlo.
En un estudio canadiense realizado con 1.112 casos y controles, se
encontrd una prevalencia media de alta densidad mamaria del 24%

siendo mayor en mujeres menores de 56 afios con relacion a las

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



VI. DISCUSION 192

mayores de esa edad (37% vs 12%). Este dato suponia frente a
mujeres sin densidad mamaria un riesgo relativo de cancer de
mama de 4,7 veces mayor (Boyd, et al, 2007). Nuestra serie, con
una edad media similar al estudio referido, presenta un porcentaje
mayor de casos con alta densidad mamaria que el propio estudio
(30% vs. 24%), aunque no haya sido posible realizar el estudio
comparativo con los controles. Asi pues, destacamos el posible
impacto como factor de riesgo que ha desempenado la alta densidad

mamaria radioldgica en nuestra investigacion.

El grupo control es homogéneo en cuanto a que se trata de
mujeres sanas, de edad media, con ocupacion laboral y seguidoras
de vida saludable con pocos habitos toxicos. Podemos asumirlo
como un grupo control adecuado con la tnica particularidad
llamativa en contraste con el grupo casos de tener una mediana de
edad inferior. Este hecho no ha sido un inconveniente para la
finalidad con la que se ha disefiado nuestro estudio. En cualquier
caso, la confirmacion de nuestros resultados requerird otros
estudios posteriores con mayor poblacion y entre distintos

complejos hospitalarios

6.4 Limitaciones y fortalezas del estudio

Como se describid anteriormente, nuestro estudio sigue un
disefio de casos-controles y como tal esta sujeto a la produccion de
errores sistematicos, sobre todo sesgos de seleccion. Asi el hecho

de que los controles sean mujeres sanas que acudian al laboratorio

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



VI. DISCUSION 193

para hacerse una analitica rutinaria podria seleccionar mujeres
sanas, indicativas de la poblacion normal, pero preocupadas por su
salud y motivadas para participar en este estudio. Por otra parte son
mujeres mas jovenes que las del grupo casos (que obviamente
refleja la edad media del cancer de mama en Espafia) ya que se
excluian las mujeres que acudian al laboratorio cuando tenian
patologias cronicas (hipertension, diabetes, enfermedad vascular,
etc.). Este hecho sin duda ha influido en la seleccion de mujeres
mas jovenes, aunque se estima que dado el objetivo de Ia
investigacion los resultados no se hayan visto alterado por esta

diferencia etaria entre ambos grupos.

Otra limitacion resefnable es el numero de la muestra que,
aunque suficiente para nuestro objetivo, (ya que nos permite
establecer diferentes respuestas a nuestras preguntas), precisard de
la confirmacion definitiva con otros estudios mayores para poder
establecer la reproducibilidad de nuestros resultados. El analisis de
marcadores rutinarios ofrece resultados muy interesantes y
coincidentes con la extensa bibliografia, pero el de marcadores
experimentales resulta solo indicativo ya que antes de generalizar
nuestras aportaciones requeriria de nuevos estudios confirmatorios.
Demostrar la utilidad verdadera de un determinado marcador
tumoral emergente exige estudios multicéntricos con gran niimero
de sujetos. El analisis de las variables epidemioldgicas es
aproximado ya que queda claro que el objetivo de estudiar
ampliamente los factores de riesgo del cancer de mama requieren

otro tipo de estudios.
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Asumimos pues, nuestras limitaciones, siendo conscientes
de que el estudio tiene un carécter preliminar ya que en funcion de
los resultados tenemos previsto proponer la realizacion de nuevos y
amplios estudios dirigidos a confirmar aspectos concretos de

nuestra investigacion.

Respecto a la fortaleza del trabajo, queremos destacar el
enorme ¢ innovador campo que se ha abierto acerca del andlisis de
los marcadores de estrés oxidativo como marcadores tumorales en
cancer de mama. Pensamos que seria de gran utilidad seguir esta
linea de investigacion, al igual que nuestro equipo hara en futuros
trabajos que ya estamos planificando. Por otra parte, nuestro
resultado con los marcadores rutinarios amplian el cuerpo de
conocimiento confirmando las evidencias obtenidas por otros
investigadores en trabajos similares. El estudio epidemioldgico
aporta un plus de evidencia a la extensa bibliografia plagada de
revisiones sistematicas. La edad y el IMC son factores clave que
deben seguir estudidndose. El papel de la vitamina D y la falta de
ocupacion laboral como factores de riesgo probablemente sea muy
relevante y alin no estan suficientemente aclarados, por lo que con
seguridad serd objeto de futuros trabajos por nuestro equipo y

esperamos que también por otros investigadores.
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6.5 Aplicacion clinica de la investigacion

Creemos que el presente trabajo puede contribuir a mejorar
la eficiencia en el diagndstico del cancer de mama y también a
desarrollar nuevas vias de investigacion con nuevos marcadores.
Podriamos resumir esta relevancia en 4 recomendaciones.

1. El abandono de la practica clinica basada en la peticién de

marcadores tumorales (basicamente Ca 15.3 v CEA) en las

fases diagnosticas del cancer de mama. Estamos seguros de

que nuestro trabajo contribuye y refuerza el mensaje
expresado ya en las guias internacionales, aportando
cercania y claridad en nuestro entorno médico. Pretende ser
una herramienta mas, para que los gestores sanitarios y
profesionales del sector puedan optimizar y actualizar los

protocolos diagnosticos del cancer de mama.

2. El disefno de estudios donde se mida el estrés oxidativo v en

concreto el marcador 8-OHdG en pacientes con cancer de

mama en distintas situaciones clinicas; diagnostico precoz,
estudio  extension, monitorizacion del tratamiento
oncolégico, etc. Incluso podrian iniciarse estudios en otras
patologias oncoldgicas que compartan historia natural y
condiciones clinicas que permitan un diagndstico precoz

(cancer de colon o cancer de prostata).

3. El apovo en los casos clinicos de diagnostico complejo:

mediante el disefio de una férmula matematica por la que
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con la simple extraccion de una analitica (para la
determinacion de 5 marcadores tumorales) en una mujer en
estudio por lesiones mamograficas dudosas, podemos
asegurar con mas del 90% de seguridad si es 0 no cancerosa
y por lo tanto requiere completar el estudio bidpsico o solo

procede seguimiento radioldgico.

4. El refuerzo de las campafas de prevencidén primaria,

actuando sobre los factores de riesgo prevenibles y que

también se han puesto de manifiesto en nuestro trabajo.
La determinacion de la vitamina D y el estudio de la
ocupacion laboral pueden incorporarse al bloque de
riesgo y por tanto ser objeto de nuevas e innovadores
actuaciones preventivas (suplementacion de vitamina D
en mujeres de riesgo o la actuacion preferente en
entornos socioecondmicos deprimidos por ejemplo). El
riesgo aumenta paralelamente con la edad ya que
conforme va aumentando hacia edades medias en torno
a 55 afos, este riego alcanza valores altos; las campafas
y esfuerzos preventivos deben priorizar las franjas etarias
de mayor riesgo. Merece una mencién especial el IMC,
que se ha posicionado como un factor de riesgo
independiente. Las actuaciones dirigidas al control de la
obesidad y al seguimiento de una alimentacion
equilibrada, son el mejor enfoque disponible para luchar

contra el cancer de mama.
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CAPITULO VII:
CONCLUSIONES
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7. Conclusiones

Enumeramos a continuacion las principales conclusiones de

esta Tesis.

1. La prevencion precoz del cancer de mama se realiza en el
contexto de los PDP que se basan en la realizacion de
mamografias rutinarias. Este medio no estd exento de
errores y para optimizar sus resultados precisa apoyos
complementarios como pudieran ser los marcadores
tumorales. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha encontrado
ningin marcador con la suficiente sensibilidad y
especificidad para poder ser utilizado en el screeing del
cancer de mama. Nuestro estudio revela la falta de eficacia
de muchos marcadores y la eficacia de otros o de sus

combinaciones.

2. Segun la evidencia disponible, el uso de marcadores en la
patologia cancer de mama debe reservarse exclusivamente
para el biomarcador Ca 153 en la indicacion de
monitorizacion del tratamiento y evolucion clinica de la
enfermedad avanzada. No obstante, en nuestro medio, es
habitual el uso de muchos marcadores para varias
indicaciones como son el diagndstico preoperatorio, el
estudio de extension de la enfermedad, el seguimiento

periddico, etc. El coste sanitario que supone el uso indebido
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de estos marcadores es inasumible y detrae recursos de otras

areas muy necesitadas.

3. Nuestro trabajo ha evaluado en un estudio casos-controles la
eficacia predictiva preoperatoria de todos los marcadores
rutinarios disponibles que eventualmente se usan en el
diagnéstico del cancer de mama; CEA, Ca 15.3, Cyfra, NSE,
Ca 125, Ca 19.9 y AFP. De ellos, el tnico marcador
significativo cuya elevacion fue capaz de predecir la
existencia de cancer de mama es el Ca 15.3. No obstante su
sensibilidad obtenida es baja por lo que no recomendamos
su uso rutinario en el diagnoéstico precoz ni en la fase
preoperatoria. Por tanto en las fases iniciales diagnosticas
del cancer de mama no deberia utilizarse ninguno de estos
marcadores. Este hecho podria implicar importantes ahorros

en gasto sanitario.

4. En el mismo supuesto, o sea en la fase prequirtirgica con la
enfermedad localizada, hemos estudiado 3 marcadores
experimentales en cancer de mama, seleccionados por su
interés cientifico entre muchos otros. El NGAL no fue
significativo por lo que no recomendamos profundizar en su
estudio. El EGFR resultdé estar mas elevado en el grupo
control coincidente con algunos estudios y contradictorio
con otros, es preciso continuar investigaciones en este

sentido.
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5. En este trabajo se ha estudiado por primera vez la
implicacion de un marcador del estrés oxidativo (8-OHdAG)
en el cancer de mama. Resultd significativamente elevado
en el grupo casos. Se abre pues un nuevo campo de estudios
que a buen seguro conllevard el disefio de nuevos y amplios
ensayos con este biomarcador en el diagnostico precoz y

otras situaciones clinicas del cancer de mama.

6. Hemos disefiado una ecuacion matematica en la que
intervienen los resultados de 5 marcadores y que es capaz de
predecir la existencia de cancer de mama con un 92% de
seguridad. Aplicada a pacientes con dudas diagndsticas
podria convertirse en un gran apoyo para el radidlogo o la
Unidad de mama. Asi mismo, en una segunda fase
optimizada y simplificada, dicha férmula, podria utilizarse

como elemento de apoyo en programas de deteccion precoz.

7. No hemos encontrado correlacion entre los marcadores y el
Estadio tumoral, ya que nuestra serie de casos estaba
compuesta por tumores pequefios y fases precoces tal como

requeria el objetivo de nuestro trabajo.

8. Tras el analisis estadistico de los factores epidemioldgicos
de ambas series resultaron ser significativos como factores
asociados a cancer de mama; la edad, la menopausia, la falta
de ocupacioén laboral, el IMC y los niveles bajos de vitamina
D entre todos ellos. Este trabajo pone en relieve al déficit de

vitamina D y a la falta de ocupacién laboral como factores
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novedosos y poco estudiados. Proponiendo que estos
factores de riesgo se incluyan en los grandes estudios
epidemioldgicos, para asi poder determinar la fraccion de
riesgo acumulado especifica de cada uno, lo que supondria
la optimizacidon de las campanas de prevencion primaria y
secundaria, haciéndolas mas selectivas y eficaces en la lucha

contra el cancer femenino mas frecuente.
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CAPITULO IX: ANEXOS
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Anexo 1

Encuestas epidemioldgicas realizadas a los casos y a los
controles

CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO CONTROLES

ITEM RESPUESTA
12 | Nombre Paciente;
29 | Codigo
39 | Edad (afios)
42 | (A que se dedica?
52 | ¢Tiene Ud. Antecedentes Familiares de cdncer de

mama? éSon de primero o de segundo grado?

62 | ¢A qué edad tuvo la primera regla?

72 | éHa tenido menopausia?

¢A qué edad?

82 | éCudntos hijos tiene?

92 | ¢Dio Ud. Lactancia a alguno de sus hijos por un periodo
igual o superior a 6 meses?

102 | ¢{Ha tomado alguna vez Anticonceptivos orales?

En total un tiempo mayor o menor a 5 afios;

112 | ¢Ha usado tratamiento hormonal para combatir los
sintomas de la menopausia? (parches de estrégenos,
cdpsulas hormonales de estrégeno y/o progesterona,
etc)

122 | ¢{Ha padecido Ud. De enfermedad mamaria benigna?
(mastopatia fibroquistica diagnosticada, intervenciones
mamarias no estéticas, drenaje de quistes,etc?

132 | éEs fumadora o exfumadora?

142 | ¢Consume alcohol a diario?

152 | Peso (kg)

162 | Talla (m)

Observaciones;
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CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO CASOS

ITEM RESPUESTA

12 | Nombre Paciente;
29 | Codigo
39 | Edad (afios)
42 | (A que se dedica?
52 | ¢Tiene Ud. Antecedentes Familiares de cdncer de
mama? éSon de primero o de segundo grado?
62 | (A qué edad tuvo la primera regla?

2 | ¢Ha tenido menopausia?
¢A qué edad?
2 | ¢{Cudntos hijos tiene?
2 | ¢Dio Ud. Lactancia a alguno de sus hijos por un periodo
igual o superior a 6 meses?
102 | ¢{Ha tomado alguna vez Anticonceptivos orales?
En total un tiempo mayor o menor a 5 anos;
112 | ¢Ha usado tratamiento hormonal para combatir los
sintomas de la menopausia? (parches de estrogenos,
cdpsulas hormonales de estrégeno y/o progesterona,
etc)
122 | ¢{Ha padecido Ud. De enfermedad mamaria benigna?
(mastopatia fibroquistica diagnosticada, intervenciones
mamarias no estéticas, drenaje de quistes,etc?
132 | ¢Es fumadora o exfumadora?
142 | {Consume alcohol a diario?
152 | Peso (kg)
162 | Talla (m)
172 | ¢Es usted conocedora de que tenga alta densidad
mamaria radioldgica?
(Nota; comprobar informe de mamografia mds reciente)
182 | ¢éCudl fue el primer sintoma de la enfermedad?
Observaciones;
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Anexo 11

Resolucion del Comité Provincial de Etica e Investigacion
sanitaria.

/ A \ Servicio Andaluz de Salud )
NG  CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

N SANITARIA
Hospital Juan Ramén Jiménez y centros adscritos de la

provincia de Huelva

D. CARLOS PEREZ HERNANDEZ, como Secretario de la Comision de Ftica e
Investigacion Sanitarias del Hospital Juan Ramén Jiménez y centros adscritos de la provincia de
Huelva

CERTIFICA

Que el Proyecto de Investigacion titulado: "Andlisis descriptive de mareadores
proteicos i para el dingnéstico precoz del eincer de mama: scleccion del kit més
adecuado”, presentado ante esta Comision en Marzo de 2011 y cuyo investigador principal cs:
Dr. Juan Lucas Bayo Calero, de la Unidad Clinica de Oncologia, del Area Hospitalaria Juan
Ramon Jiménez, ha sido evaluado, por esta Comisién de forma FAVORABLE, al comprobar
que:

Se marcan unos objetivos relevantes, de interés para el Centro y en el marco de
prioridades de investigacion biosanitaria, considerdndose suficientemente justificada la
investigacion propuesta.

La capacidad del investigador y su equipo y los medios disponibles merecen un voto de
confianza sobre la viabilidad del proyecto.

La metodologia, el plan de trabajo y anilisis que se plantca con los datos resultan
adecuados para alcanzar los objetivos.

El desarrollo del estudio no va a suponer coste alguno para el Centro, ni menoscabo de
la actividad asistencial del Servicio en el que sc realiza.

Se asegura la confidencialidad de los datos y es adecuado el procedimiento para obtener
cl consentimiento informado de los sujetos que van a ser estudiados.

Y para que asi conste y a afectos de presentacion como Proyecto de Tésis,

- . I

Se firma el presente certificado en Huelva, a 17 de Marzo de 2. Iﬂ‘“ml wr,‘
D pnda, e,
. o

Area Hospitalaria Juan Ramén Jiménez

n. 21005 Hueiv (e)

®
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Anexo II1

Hoja de Informacion y Consentimiento Informado para las
mujeres incluidas en el estudio.

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA EVALUACION DE BIOMARCADORES EN
MUESTRAS DE SANGRE CONSERVADA PROCEDENTE DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE CANCER
DE MAMA

En nuestro hospital (Hospital Juan Ramén Jiménez de Huelva) se estd realizando un estudio
denominado "ANALISIS DESCRIPTIVO DE MARCADORES PROTEICOS SANGUINEOS PARA EL
DIAGNOSTICO PRECOZ DE CANCER DE MAMA: SELECCION DEL KIT MAS ADECUADO." Este estudio
pretende analizar en una muestra de sangre de pacientes diagnosticadas de cancer de mama los
niveles existentes de determinados marcadores, con el fin de encontrar alguna sustancia que pueda
estar elevada. Asi en estudios posteriores podria identificarse un marcador sanguineo que analizado
en mujeres de riesgo pudiera servir como diagndstico precoz en este grupo.

Para ello en el laboratorio vamos a obtener el suero de una muestra de sangre y posteriormente
determinar una serie de marcadores tumorales por los medios convencionales habituales. En ningln
caso supone ningun riesgo para la salud de la paciente, ni alteracién de su tratamiento previsto ni
nada perjudicial de otra indole. Solo supone el estudio sobre la muestra de sangre obtenida de cada
paciente.

He leido la informacién anterior sobre el estudio y entiendo para qué sirve.

Por lo que Deseo Donar la muestra de sangre necesaria para el estudio por lo que Autorizo que se
recoja y que se procese segun el protocolo que se haya establecido.

He tenido ocasién de hacer preguntas, entiendo que recibiré una copia de este documento después
de firmarlo y que puedo retirar mi consentimiento para que mis muestras opcionalmente sean
conservadas y por tanto sean destruidas.

Firma de la Paciente Nombre y Apellidos Fecha de la Firma

Yo el abajo firmante, he explicado integramente la informacion relativa a la conservacién y
procesamiento de muestras de la paciente cuyo nombre figura aqui arriba.

Firma del Investigador/ Médico Nombre y Apellidos Fecha de la Firma
que obtiene el Cl

Dr. Juan Bayo Calero

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES DE MARCADORES SANGUINEOS PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DEL CANCER DE MAMA



