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Una ciencia que no esté al servicio de la persona humano no sirve.

En el Servicio de Oncologia y Cuidados Paliativos del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, en el que tuve la suerte de formarme
y trabajar desde el afio 2002 hasta el afio 2006, siempre han creido en ésta
afirmacion. A pesar de las dificultades que muchas veces aporta la propia
administracion, a pesar del presidon creciente del trabajo asistencial, no ha
faltado nunca en ese servicio el impulso investigador muy pegado siempre a
la practica clinica, entendido como el mejor servicio que se le podia ofrecer a

los pacientes que sufren el cancer.

En este sentido, habia abiertas varias lineas de investigacion
especialmente en cancer de mama y melanoma maligno, con un interés

creciente de los clinicos en acercarse a la investigacidén basica.

A tal efecto se habia constituido el Grupo de Investigacidn, del que soy
miembro: Grupo Consolidado de Investigacion del Gobierno de Aragén en las
siguientes areas: Deteccion de enfermedad minima residual en pacientes con
melanoma; Cultivo de células dendriticas para inmunoterapia en pacientes
con melanoma; Consejo Genético en Sindromes de predisposicion hereditaria

al cancer; Protedmica y Gendmica.

En el afio 2003, a través del Dr. José Ignacio Mayordomo se contacté

con la empresa Proteomika S.L. que nos presentd un proyecto para el

desarrollo y validacion clinica de un sistema de diagndstico de cancer de
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mama utilizando herramientas de protedmica. El proyectd nos entusiasmo vy
comenzamos a trabajar en él, siendo yo el encargado de ir coordinando el

desarrollo del proyecto en nuestra area.

En febrero de 2004 comenzamos la recogida de muestras de sangre de
pacientes con cancer de mama recién diagnosticadas y previa a cualquier
maniobra terapéutica. La recogida se extendié hasta julio de 2005, enviando

92 muestras desde nuestro hospital.

Paralelamente, durante esos anos fui Médico Interno Residente de
Oncologia del citado servicio y alumno de doctorado del programa de Medicina
Interna del Departamento de Medicina, Psiquiatria y Dermatologia de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Zaragoza.

Dado que mi formacidén era principalmente de cuestiones clinicas y de
biologia molecular basica en lo referente al cancer de mama, y de cara a
adentrarme en el conocimiento de las técnicas protéomicas, en octubre de
2005 realicé un curso intensivo de 40 horas sobre Electroforesis bidimensional
y andlisis de proteinas por espectrometria de masas organizado por la Catedra
de Gendmica y Protedomica del Departamento de Microbiologia II de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, que me fue

de gran ayuda.

El trabajo mas arduo de laboratorio, de obtencién de resultados y de

desarrollo de un proteinchip fue llevado a cabo por el grupo de trabajo del Dr.
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Alberto Monasterio de Proteomika S.L. contando con nuestra colaboracion
cercana en lo referente a las cuestiones clinicas y epidemioldgicos de las
pacientes, asi como en cuestiones de asesoramiento, discusion e

interpretacién de los resultados.

Fruto de este estrecho trabajo entre diferentes centros, incluyendo
multiples visitas Zaragoza-Bilbao y viceversa, decenas de llamadas vy
centenares de correos electronicos, se han publicado los resultados en el
Congreso de la American Association for Cancer Research (AACR) celebrado
en Washington en el afios 2006, y al Congreso de la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (SEOM) celebrado en el afio 2007. Estd pendiente su

publicacion en una revista de impacto internacional.

En esta tesis, que pretende ser una aportacion al diagndstico precoz del
cancer de mama, se presentan dichos resultados, explicando las hipotesis de
partida, los objetivos buscados, el material y los métodos empleados,
haciendo un recorrido por la situaciéon epidemiolégica, preventiva, diagndstica
y terapéutica del cancer de mama, asi como una revisién y actualizacién de la

investigacion con tecnologia protedémica y las lineas abiertas a nivel mundial.

Finalmente, a la luz del estado actual del arte en el cancer de mama y

en la investigacién protedmica se insertan los resultados de nuestro trabajo

para discutirlo, compararlo y elaborar conclusiones y lineas de futuro.
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1.1-Cancer de mama: situacion actual

El carcinoma de mama es el cancer femenino mas frecuente en el
mundo, y una de las principales causas de muerte en las mujeres. Pero el
efecto del cancer de mama en la sociedad va mas alld de las consideraciones
estadisticas debido a sus grandes repercusiones sociales, psicoldgicas,
culturales e incluso politico-econdmicas. Es por eso que abordamos en este
trabajo un tema que pretende ser una aportacién en el campo del diagndstico

precoz del cancer de mama.

Para empezar, partiremos describiendo la situacion y los conocimientos
actuales de esta enfermedad en cuanto a epidemiologia, biologia, prevencion,

diagnostico, tratamiento y prondstico.

1.1.1-Epidemiologia del cAncer de mama

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en las mujeres y
constituye el 20% de todos los tipos de cancer en esta poblacidén. En los
paises occidentales es la primera causa de muerte en mujeres de edades
comprendidas entre los 40 y los 59 afios, representando el 20% de las
muertes en este grupo de edad. La incidencia a escala mundial es de mas de
350.000 muertes anuales. Cada afio se diagnostican 1 millén de nuevos casos
en todo el mundo', aunque la incidencia del cdncer de mama varia

considerablemente entre diversas poblaciones, siendo de mas de 100 casos
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por cada 100.000 habitantes en los paises occidentales y de entre 10 y 15

casos por cada 100.000 habitantes en los paises asiaticos.>

En Espafia, segun los datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE
2004)3, fallecieron en el afio 2001, 5.914 mujeres como consecuencia de un
cancer de mama, lo que suponia una tasa relativa del 17% de las muertes por
cancer en nuestro pais. Segun esas mismas fuentes, en la provincia de
Zaragoza la incidencia del cancer de mama es de 58 casos por cada 100.000

mujeres.

Sin embargo, las estadisticas recientes muestran que la mortalidad por
cancer de mama disminuydé en Estado Unidos y en la Unién Europea en el
decenio 1990-2000, a pesar del aumento progresivo de la incidencia en ese
periodo. En Espafa, en el periodo 1995-2000 se observa un ligero descenso
de las muertes por esta causa a un ritmo de un 2% anual®. En la década
actual, esa tendencia descendente mantenida se confirma a tenor de los datos
presentados en el congreso de la Sociedad Americana de Oncologia del afio
2007. Los avances en el conocimiento de la biologia molecular, que estan
posibilitando mejoras en diagndstico y en el tratamiento, asi como la mejoria
progresiva del cribado y deteccidn precoz, parecen estar detras de estos datos

alentadores® (figuras 1y 2).
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Figura 1. Tasas ajustadas de mortalidad de mujeres por

diferentes localizaciones tumorales en Espafia.

Fuente: Ministerio de Sanidad 2005
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Figura 2. Evoluciéon de la supervivencia a los 5 afnos en Europa

tras diagndstico segun localizaciones tumorales.

Fuente: Ministerio de Sanidad 2005.
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1.1.2-Biologia molecular del cancer de mama

1.1.2.1-Histopatologia

La mayoria de canceres de mama (80%) son carcinomas ductales
infiltrantes (CDI). Otro 10% lo constituye el carcinoma lobulillar infiltrante
(CLI). Este tipo de canceres comienzan en los ductos o en los lobulillos,
atraviesan sus paredes e infiltran el tejido adiposo de la mama. Llegado a este
punto, el cancer se puede extender a otras partes del organismo por el

sistema linfatico o por la sangre.

De los tipos de cancer de mama menos frecuentes, el 5% estd
constituido por el carcinoma medular. En este tipo de cancer las células
neoplasicas estan embebidas en un abundante estroma linfoide y se
caracteriza por el gran tamafo de las células neoplasicas. El prondstico para
este tipo de carcinoma es mejor que para los otros tipos. De la misma forma
el carcinoma tubular (aproximadamente 2% de los canceres de mama) es una
variante bien diferenciada constituida por tubulos dispuestos irregularmente
en un estroma fibroblastico. También presenta un mejor prondstico que los

CDI y CLI.

El conocimiento claro de las diferencias genéticas y bioldgicas de los

diferentes epitelios de la mama, junto con un sistema de clasificacion del

cancer de mama basado en determinadas diferencias moleculares,
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constituyen la base actual para elaborar tratamientos dirigidos y eficaces. A
continuacion describiremos la funcion bioldgica de genes y proteinas

conocidas e implicados en el cancer de mama.

1.1.2.2-Origen molecular de la enfermedad

La mayoria de las mujeres afectas no tienen historia familiar de cancer
de mama. Su desarrollo parece estar modulado por una compleja interaccion
entre factores tanto genéticos, moleculares, como ambientales aun por
identificar. Unicamente una minoria de casos de cdncer de mama son de

origen hereditarios (aproximadamente entre un 5y un 10%).

1.1.2.2.1-BRCA1 y BRCA 2

Todavia no se ha podido determinar cuantos genes de predisposicion
hereditaria para cancer de mama existen. Hace 9 afos se identificaron dos
genes, BRCA1 y BRCA2, localizados en los brazos largos de los cromosomas
17 y 13 respectivamente, que se encuentran mutados en familias con riesgo
muy elevado de desarrollar cdncer de mama como por ejemplo, aquellas

familias con 4 o mas casos de personas afectas entre parientes cercanos.

El gen BRCA 1 codifica una proteina multifuncional implicada en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica y en la respuesta de la célula a la
lesién del ADN®. El BRCA 2 también estd vinculado a la respuesta celular

frente a la lesion del ADN. Ademas el BRCA 2 participa en el control de los
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reguladores de la mitosis mediante la interaccion con una proteina que se

activa por la alteracién de los microtubulos.

Ambos genes se heredan de forma autosémica dominante aunque su
penetrancia es limitada. Asimismo ambos genes son muy extensos y se han
descrito mutaciones en casi cada posicién. Este hecho dificulta el cribado
molecular para detectar la enfermedad en individuos sin antecedentes
familiares. Algunas mutaciones se presentan con una frecuencia elevada en
poblaciones determinadas (mutaciones fundadoras), facilitando el cribado
genético de estos casos. Por ejemplo, aproximadamente el 2% de las mujeres
Ashkenazi presentan la mutacion BRCA1 185AAG (deleccion de dos pares de
bases en la posicion 185), BRCA1 5382 ins C (insercidon de una par de bases
adicional en la posicion 5382), BRCA1 6174AT (deleccién de un Unico par de
bases en la posiciéon 6174). La mitad de los casos de cancer de mama familiar
de Islandia presentan la mutacion BRCA2 999A5 (deleccion de 5 pares de
bases en la posicion 999). Muchas familias afectas de cancer de mama
presentan a su vez otros tipos de cancer, como cancer de ovario, colon,
prostata, entre otros, que seguramente sean atribuibles a las mismas

mutaciones.

1.1.2.2.2-Receptores hormonales

Los estrogenos y la progesterona estan envueltos en el desarrollo del

cancer de mama. Receptores para estas hormonas (RE y RP) existen en el

tejido mamario normal y en cerca del 70% de los canceres de mama. El RE
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presenta dos isoformas, RE alfa y RP Beta. Un gran aumento de RE alfa se ha
visto involucrado en la rapida profileracion de lesiones mamarias
premalignas.” Ambos, RE y RP, son factores prondsticos en el cancer de
mama. Los pacientes con receptores hormonales positivos tienen una
supervivencia global mayor en los 5 primeros afios, pero esta ventaja
desaparece con los seguimientos prolongados®. Ademds los cénceres de
mama que expresan valores altos de estos receptores son sensibles a
tratamiento con farmacos que bloguean de diversas maneras esta cadena
relacionada con el crecimiento tumoral: Los agonistas/antagonistas de los RE
(como el tamoxifeno), los inhibidores de la aromatasa a nivel suprarrenal
(como el letrozol, anastrozol o exemestano), o los antiestrégenos puros

(como el fulvestrant)®.

1.1.2.2.3-P53

P53 es un gen oncosupresor que actla como estabilizador gendmico,
inhibidor de la progresion celular y facilitador de la apoptosis. Se han visto
mutaciones del gen p53 en el 20% de los canceres de mama. AUn asi un
metanalisis concluia que son necesarios mas estudios para corroborar a p53

como factor prondstico independiente’®.

También se han descrito mutaciones de P53 y PTEN, que estan
asociadas respectivamente con los sindromes de Li-Fraumeni y Cowden que
parecen aumentar el riesgo de padecer cancer de mama aunque ambos

sindromes son muy poco frecuentes.
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1.1.2.2.4-UPAy PAI-1

La urokinase-type plasminogen activator (uPA) vy su inhibitor
plasminogen activator (PAI-1), son dos marcadores de capacidad invasiva,
que han mostrado un fuerte poder prondstico en canceres de mama con
ganglios negativos. Diversos estudios demuestran que pacientes con niveles
elevados de uPA o de PAI-1 tiene una supervivencia libre de enfermedad y

una supervivencia global menor'?,

1.1.2.2.5-Ciclina E

La Cliclina E es un regulador de la fase S del ciclo celular, y esta
sobreexpresado en el 30 % de los canceres de mama. Parece que puede ser
también un factor prondstico, aunque este marcador requiere mas estudios'?.

1.1.2.2.6-Bcl-2

Bcl-2 es un protooncogen que codifica para una proteina que promueve
la supervivencia celular bloqueando la apoptosis. La expresién de Bcl-2 esta

asociada a un prondstico favorable en los estadios precoces del cancer de

mama®3.
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1.1.2.2.7-Her-2/neu (c-erbB2)

Este gen codifica un receptor de crecimiento epidérmico, que se
sobreexpresa en un 15-30% de los tumores de mama. Se considera que esta
sobrexpresado si la inmunohistoquimica (herceptest®) es muy positiva (3+)
0, en casos de menos positividad (2+), si la hibridacion in situ fluorescente
(FISH) es positiva. La sobreexpresion de este receptor parece ser un factor
prondstico independiente negativo'*, aunque no hay un consenso absoluto en

la comunidad cientifica®®.

Por otra parte, la presencia de c-erbB2, esta asociada actualmente con
la respuesta aun tratamiento dirigido con un anticuerpo monoclonal anti-c-
erbB2 (trastuzumab), que ha conseguido resultados muy positivos en
enfermedad metastdsica y en adyuvancia, habiendo sido pionero de los
tratamientos dirigidos contra una diana molecular'®. Otros farmacos como el
Lapatinib, que inhibe los dominios tirosinkinasa de erbl y erb2 y también se
ha demostrado eficaz en pacientes con HER2 + y cancer de mama
inflamatorio o con metastasis cerebrales y que no responden a trastuzumab.,
ya estan comenzando a ser usados en la clinica con resultados

esperanzadores'’.

1.1.2.2.8-VEGF

Este factor de crecimiento endotelial (Vascular Endotelial Grown Factor)

desempefia un papel importante en la formacidén de vasos sanguineos y, quiza
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también de vasos linfaticos. La angiogénesis, gracias a los estudios iniciales
de Folkman'®, ha abierto unos de los campos de investigacién y tratamiento
de los tumores mas importantes en los ultimos afios. Varios estudios indican
una relacion entre la expresiéon del VEGF y un prondstico desfavorable, asi
como un a peor respuesta tanto al tamoxifeno como a la quimioterapia tipo
CMF o FAC'. Recientes ensayos clinicos han demostrado importante eficacia
de los agentes antiangiogénicos que actuan inhibiendo VEGF (Bevazizumab)
asociados a quimioterapia en mujeres afectas de cancer de mama

metastatico®® y ya se estd probando en adyuvancia.

1.1.2.2.9-Cox-2

La expresiéon de ciclooxigenasa 2 se relaciona con otros factores

desfavorables como un tamafo grande, un indice proliferativo elevado, la

negatividad para receptores hormonales o la sobreexpresién de c-erbB2'.

1.1.3-Factores de riesgo

Los factores de riesgo conocidos de desarrollar un cancer de mama, que

completan este complejo mosaico genético-molecular ambiental son:

1.1.3.1-Antecedentes familiares y factores de riesgo hereditario

En un estudio que realizamos en una cohorte de 100 mujeres no

seleccionadas, recién diagnosticadas de cancer de mama, vistas como primera
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visita por el servicio de Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa durante el afio 2004, vimos que la frecuencia de cancer de
mama con componente familiar en esta cohorte de la comunidad de Aragdn
fue del 20%22. Los criterios que usamos fueron los que se emplean para
comenzar un estudio molecular de susceptibilidad genética (figura 3):
a) Diagndstico de cancer de mama antes de los 40 afios de edad (12%)
b) Cancer de mama bilateral (1%)

C) Tres o mas familiares con cancer de mama u ovario (9%)

3 0 mas
miembros
familiares Cancer
41% antes de
40
(0)
Cancer de >4%
mama
bilateral
5%

Figura 3. Criterios de susceptibilidad para cancer

Estos datos van en la linea de otros muchos estudios que demuestran
que el riesgo de que una mujer padezca cancer de mama aumenta con el

nimero de parientes afectadas. Entre el 10% y el 20 % de las mujeres con
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cancer de mama tiene un pariente en primer o segundo grado afectado por
este cancer y el 50% manifiesta tener al menos una pariente en cualquier
grado con cancer de mama. A pesar de que se han aislado dos genes de
susceptibilidad, BRCA1 y BRCA2, sus mutaciones soélo explican entre un 30%
y un 40 % de los canceres de mama familiares. A pesar de eso, ha supuesto
un gran impulso al consejo genético en la oncologia. En los ultimos afios se
han creado en los servicios de Oncologia Médica unidades de consejo

genético, siendo ya un punto fuerte de la asistencia sanitaria.

1.1.3.2-Alimentacioén y ejercicio fisico

La ingestién de grasas en la dieta se asocia a una mayor concentracion
de estréogenos. Un reciente estudio demuestra que el ejercicio fisico (3-5
horas de caminar a la semana) y una dieta baja en grasas disminuye entre un
24 y un 50% el riesgo de recaida de cancer de mama. El consumo de alcohol
se ha asociado al riesgo de cancer de mama. La explicacién parece estar
nuevamente en el aumento de la concentracion de hormonas esteroides

asociado a la ingesta de etanol®.

1.1.3.3-Anticonceptivos orales

El consumo de anticonceptivos orales se asocia a un aumento leve del

riesgo de cancer de mama (riesgo relativo=1,2) en las consumidoras

habituales frente a las mujeres que nunca los han tomado?*.
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1.1.3.4-Tratamiento hormonal sustitutivo

Los resultados de numerosos estudios sobre el tratamiento hormonal
sustitutivo (THS) y el riesgo de cancer de mama han sido heterogéneos, de
modo que en algunos no se ha detectado un riesgo cuantificable, mientras
gue en otros se ha calculado en riesgo relativo de entre 1,1 y 1,4. Asi pues, el
THS debe no debe generalizarse a todas las mujeres posmenopausicas, pero
si puede individualizarse en aquellas pacientes con especial riesgo de

coronariopatias, o con alto riesgo de descalcificacion.

1.1.3.5-Factores menstruales y reproductores

El riesgo de cancer de mama se ha relacionado de forma constante con
la edad de la menarquia y la edad de la menopausia (a mas ciclos ovaricos
mayor riesgo)®>. Otros factores de riesgo bien establecidos son la edad del
primer parto (menor cuanto mas temprano), el nimero de embarazos
completos (menor cuantos mdas embarazos) y la lactancia materna (factor

protector)?®.

1.1.3.6-Enfermedades benignas de la mama

Las lesiones benignas de la mama, como los papilomas, los

fibroadenomas, y las cominmente llamadas alteraciones fibroquisticas, no son

lesiones premalignas y no se asocian a un mayor riesgo de cancer de mama.
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1.1.3.7-Radiacion ionizante

La exposicion de la mama a una dosis radioactiva baja es claramente
cancerigena, con un aumento del cancer de mama segun la dosis de
exposicion. El periodo de latencia desde la exposicidén al desarrollo del cancer
puede ser de 10 a 15 afos, incluso mayor. Hoy en dia el riesgo mas alto
corresponde a las mujeres jovenes que reciben radioterapia por una

enfermedad de Hodgkin.

1.1.4-Diagndstico

Dado que es uno de los temas objeto de esta tesis, hablaremos mas
profundamente del diagndstico en el cancer de mama en el apartado 2 de la

introduccion.

1.1.5-Factores prondsticos y estadiaje

El cancer de mama se clasifica segun sus principales factores
prondsticos, que son el tamafo (T), la afectacién ganglionar regional (N) y la
afectacién a distancia (M). La afectacion ganglionar sigue siendo el principal
factor prondstico. La clasificacién de la Union Internacional Against Cancer
(UICC) atendiendo al TNM es universalmente la mas usada, siendo la ultima

actualizacidn del afio 2002’ (Tablas 1y 2).
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1.1.5.1-Estadio TNM

1.1.5.1.1-T: Tumor primario

TX: No se puede evaluar el tumor primario.

TO: No existen signos de tumor primario.

Tis: Carcinoma in situ: carcinoma intraductal o carcinoma lobular in situ, o
enfermedad de Paget del pezdn sin tumor.

T1: Tumor de didmetro maximo o menor o igual a 2 cm: Tlmic:
Microinvasion de 0,1 cm de didametro maximo.

Tla: Didmetro maximo mayor de 0,1 cm, pero menor o igual a 0,5 cm.

T1b: Didmetro maximo mayor de 0,5 cm, pero menor o igual a 1 cm.

T1c: Didametro maximo mayor de 1 cm, pero menor o igual a 2 cm.

T2: Tumor de didametro maximo mayor de 2 cm, pero menor o igual a 5
cm.

T3: Tumor de didmetro maximo mayor de 5 cm.

T4: Tumor de cualquier tamafio con extensidén directa a pared del torax o a
la piel:

T4a: Extensidn a la pared toracica.

T4b: Edema (incluida la piel de naranja), o ulceracién de la piel de la
mama, o presencia de nddulos cutaneos satélites confinados a la misma
mama.

T4c: 4a y 4b conjuntamente.

T4d: Carcinoma inflamatorio.
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1.1.5.1.2-N: Ganglios linfaticos regionales

NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

NO: No se demuestran metastasis ganglionares regionales.

N1: Metastasis en ganglios axilares homolaterales mdviles.

N2: Metastasis en ganglios axilares ipsilaterales fijos o adheridos entre si o
en ganglios de la mamaria interna ipsilateral clinicamente aparentes (en
ausencia de metastasis axilares clinicamente evidentes).

N2a: Metdstasis en ganglios axilares ipsilaterales fijos entre si 0 a otras
estructuras.

N2b: Metastasis clinicamente en ganglios de la cadena mamaria interna

ipsilateral clinicamente aparentes (en ausencia de metdastasis axilares
clinicamente evidentes).
N3: Metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterales, o en
ganglios de la cadena mamaria interna clinicamente aparentes asociadas a
metdstasis en ganglios axilares clinicamente aparentes, o metdastasis en
ganglios supraclaviculares ipsilaterales con o sin simultanea afectacidon de
ganglios axilares y/o de cadena mamaria interna.

N3a: Metastasis en ganglios infraclaviculares ipsilaterales y ganglios

axilares.

1.1.5.1.3-M: Afectacidn en otros 6rganos a distancia

MO: no afectacion

M1: afectacion
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En funcion de la clasificacion TNM, los canceres de mama se agrupan en

estadios con valor prondstico, que van desde el 0 hasta el IV.

0 Tis NO MO
I T1 NO MO
TO N1 MO

11A T1 N1 MO
T2 NO MO

11B T2 N1 MO
T3 NO MO

T1 N2 MO

1A T2 N2 MO
T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 NO MO

111B T4 N1 MO
T4 N2 MO

1IC Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 1. Estadios del cancer de mama.

Estadio O 95%

Estadio I 88%

Estadio II 66%

Estadio III 36%

Estadio IV 7%

Tabla 2. Valor prondstico de la clasificacion TNM: tasas de supervivencia a los 5 afos.
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1.1.5.2-Clasificacion de riesgo

Cada vez mas, otros elementos anatomopatoldgicos y moleculares se
estan teniendo en cuenta a la hora de establecer un prondstico y evaluar las
diversas opciones terapéuticas. Influye el grado histoldgico, el grado nuclear y
los marcadores inmunohistoquimicos como los receptores estrogénicos vy
progestagénicos, el receptor del factor de crecimiento epidérmico erb2, la

expresion de la proteina mutada p53, o el indice proliferativo ki67.

En este sentido, la reunién de consenso de cancer de mama de St
Gallen actualizé en el 2005 los criterios para clasificar a las pacientes

operadas de cancer de mama en funcién del riesgo en tres grupos?®:

Bajo Riesgo: Ganglios negativos y todas las siguientes caracteristicas: pT <
2 cm, grado I, ausencia de invasidon vascular peritumoral, ausencia de

sobreexpresion o amplificacion del encogen HER2/neu y edad = 35 afios.

Moderado Riesgo: Ganglios negativos y al menos una de las siguientes
caracteristicas: pT > 2 cm, grado 2-3, invasidn vascular peritumoral,
sobreexpresion o amplificacion del encogen HER2/neu, edad < 35 afos.
Ganglios positivos (1-3) y ausencia de sobreexpresion o amplificacién del

oncogen HER2/neu.

Alto riesgo: Ganglios positivos (1-3) y sobreexpresion o amplificacion del

oncogen HER2/neu. Ganglios positivos (= 4).
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1.1.6-Tratamiento

Aunque no es objeto de este trabajo abordar la terapéutica del cancer
de mama, que presenta una complejidad cada vez mayor, de cara a
comprender mejor la globalidad del cancer de mama, resumiré los principales
puntos teniendo en cuenta sobre todo que el tratamiento del cancer de
mama requiere un abordaje multidisciplinar, en el que especialmente

intervienen cirujanos, oncélogos médicos, radioterapeutas y radiélogos.

1.1.6.1-Tratamiento del carcinoma no infiltrante

Existe acuerdo generalizado en que el fin del tratamiento del carcinoma
in situ es la cirugia con conservacion de la mama con un resultado estético
optimo y con el menor riesgo posible de futuras recurrencias. Para estos
tumores se ha establecido una clasificacidon prondstica que puntua en funcion
de los margenes de reseccién, el tamafio, la edad vy el grado de
diferenciacion. La radioterapia adyuvante e incluso la mastectomia radical con
linfadenectomia queda reservada para las puntuaciones 10-12 de la

clasificacidon sobre el indice prondstico de Van Nuys (tabla 3).

INDICE PRONOSTICO VAN NUYS PARA CARCINOMA DUCTAL IN SITU

Puntuacion 1 2 3
Tamarfio < 15 mm 16-40 mm >41 mm
Margenes = 15 mm 1-9 mm <1l mm

Bajo grado. Sin  Bajo grado. Con Alto grado. Con/Sin
Histologia Necrosis Necrosis Necrosis
Edad > 60 40-60 <40

Tabla 3. Indice pronéstico Van Nuys.
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1.1.6.2-Tratamiento del carcinoma infiltrante localizado

El tratamiento clasico es la cirugia. Los objetivos del tratamiento
quirurgico son tanto el control locorregional de la enfermedad como obtener
informacién pronostica que permita seleccionar el tratamiento
complementario apropiado con la menor mutilacién y secuelas estéticas

posibles.

1.1.6.2.1-Cirugia conservadora

El tratamiento quirdrgico conservador consiste en la extirpacion del
tumor con un margen de tejido mamario sano, preservando el aspecto

anatdomico de la mama?® 3°,

Las principales indicaciones de cirugia
conservadora son los estadios I y II salvo que la mujer no los desee, exista
multicentricidad o no se pueda garantizar un adecuado resultado estético, o
gue existan contraindicaciones para la radioterapia posterior. La extirpacion
quirdrgica de un tumor mamario maligno infiltrante de modo conservador
debe acompafiarse de linfadenectomia axilar (habitualmente niveles I y II de
Berg). El valor de la linfadenectomia es fundamentalmente prondstico y ayuda
a la planificacién del tratamiento adyuvante. La linfadenectomia axilar esta

siendo sustituida por la biopsia del ganglio centinela, un paso mas en la

reduccidn de la agresividad e del tratamiento del cancer de mama.

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado - Pagina 36



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

1.1.6.2.2-Ganglio centinela

El ganglio centinela es el primer ganglio que recibe drenaje del area
donde asienta el tumor primario y, por tanto, tedricamente seria el primer
afectado so existieran metastasis linfaticas. Aunque suele tratarse de un
ganglio axilar y habitualmente se encuentra en el grupo central del nivel I, el
ganglio centinela puede estar en el nivel II o en el nivel III, o incluso puede
ser un ganglio intramamario, un ganglio interpectoral o un ganglio de la
cadena mamaria interna. El objetivo es detectar, extirpar y estudiar el ganglio
que tiene mayor probabilidad de estar afectado, evitando, en el caso de
ausencia de infiltracién las secuelas asociadas a la linfadenectomia axilar. Las
recomendaciones y contraindicaciones para la realizacion de biopsia del
ganglio centinela han sido publicadas recientemente por la Sociedad

Americana de Oncologia Médica>".

1.1.6.2.3-Cirugia radical

La cirugia radical se propone a aquellas pacientes que no cumplan los
criterios para tratamiento conservador. Las pacientes con tumores localmente
avanzados (T3-4, N2-3) no son candidatas a tratamiento quirdrgico inicial.
Tras una quimioterapia inicial el tratamiento habitual en este grupo de
pacientes es la mastectomia radical. No obstante, aquellas que consiguen
buena respuesta a la quimioterapia se podrian beneficiar de una cirugia

conservadora®?.

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado - Pagina 37



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

Mastectomia radical: Las intervenciones mas frecuentemente realizadas en
la actualidad son las propuestas por Patey y Madden, con desinsercién de
pectorales para permitir acceso al nivel axilar III de Berg y eliminacion de

todo el tejido mamario.

Mastectomia simple: Consiste en la escision de la glandula mamaria con la
piel que la recubre y el complejo areola-pezdn. Esta indicada en pacientes con
carcinoma ductal in situ extenso, carcinomas infiltrantes en los que debido a
la edad o al estado general no se benefician de linfadenectomia axilar, en
mastectomias profilacticas en pacientes de alto riesgo, en recidivas locales de
carcinomas de mama tratados previamente con cirugia conservadora y en

tumores localmente avanzados con finalidad higiénica.

Mastectomia subcutanea: Es una modificacion de la mastectomia simple en
la que se extirpa la glandula mamaria, respetando la piel y en algunos casos
el complejo areola-pezén. Su principal indicacion son las mastectomias
profilacticas en mujeres de alto riesgo y en aquellas pacientes con carcinomas

in situ o infiltrantes con el fin de realizar reconstruccion inmediata.

1.1.6.2.4-Radioterapia adyuvante

La radioterapia complementaria reduce el porcentaje de recidivas

locoregionales y mejora la supervivencia. EI momento O6ptimo de
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administracion dependera de la administracion o no de quimioterapia y del

esquema utilizado.

Basicamente las indicaciones de la radioterapia son*3:

Cirugia conservadora (volumen mamario 40-50 Gy)

- Margenes inferiores a 1 cm (sobreimpresion del lecho quirtrgico
10-20 Gy)

- Tumores localmente avanzados (T3-T4, N2-N3) (pared toracica
45-50 Gy + region supraclavicular 45-50 Gy)

- Afectacion de mas de 4 ganglios axilares, afectacion extracapsular
ganglionar o de la grasa axilar (pared toracica 45-50 Gy + regién
supraclavicular 45-50 Gy + regién axilar 45-50 Gy)

- Afectacion de ganglios supraclaviculares y/o afectacion de ganglios
de la cadena mamaria interna (sobreimpresion con 10-20 Gy

sobre esas regiones)

1.1.6.2.5-Quimioterapia y hormonoterapia adyuvante

El  tratamiento médico complementario  con quimioterapia,
hormonoterapia, o agentes bioldgicos tiende a individualizarse cada vez mas,

teniendo en cuenta los criterios prondsticos expuestos con anterioridad.

En las pacientes con criterios de bajo riesgo se ofrece un tratamiento

hormonal en funcién de la presencia o no de menopausia (inhibidores de la

34 35 36

aromatasa o tamoxifeno®’ respectivamente). En las pacientes de
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moderado riesgo, en ausencia de contraindicacion médica, existe indicacién
suficiente para recibir tanto tratamiento hormonal y quimioterapia. De manera
similar las pacientes con criterios de alto riesgo, casi todas reciben

tratamiento con quimioterapia.

Se administra tratamiento hormonal en todas las pacientes con criterios
de respuesta al tratamiento endocrino (positividad de expresion de receptores

hormonales en el tumos) en funcion de la presencia o no de menopausia.

La administracién de quimioterapia adyuvante sistémica ha demostrado
una mejoria en la supervivencia global independientemente de la edad,
afectacion ganglionar y sensibilidad hormonal. De los estudios publicados con
quimioterapia en el tratamiento adyuvante del cancer de mama se sabe que
la asociar varios farmacos es superior a la monoterapia, que los regimenes
con antraciclinas son superiores, que 6 ciclos son superiores a tres, que la
adicion de taxanos a mujeres con afectacion ganglionar positiva aumenta la
supervivencia global, que la utilizacién de trastuzumab en mujeres con cancer
de mama y sobreexpresion de c-erb-B2 de manera concurrente o secuencial
con la quimioterapia ofrece un incremento significativo de la supervivencia
global y que no existe evidencia de beneficio de las altas dosis de

quimioterapia en el cadncer de mama 3 ¥ %,

1.1.6.3-Tratamiento del carcinoma localmente avanzado

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado - Pagina 40



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

Este subgrupo de pacientes incluye enfermas de caracteristicas muy
diversas, algunas de las cuales presentan tumores grandes pero técnicamente
operables (T3 N1) y otras con tumores inoperables (T4 o N2-3). En estas
pacientes, tras la administracion del tratamiento sistémico primario hasta
alcanzar la maxima respuesta (neoadyuvante), se realiza una valoracion
clinica y radiolégica. En funcién de la respuesta, tamafio y localizacion del
tumor, edad de la paciente y comorbilidad asociada se decide el tipo de

tratamiento quirargico.

Dado que el cancer de mama es una enfermedad sistémica, en los
ultimos anos esta aumentando la tendencia a administrar tratamiento
sistémico previo al tratamiento locorregional (cirugia y/o radioterapia). De los
estudios publicados basados en tratamiento sistémico primario en estadios 11,
IIIA y IIIB y recogidos en el metanalisis que se publicé en el afio 2005%,
sabemos que este tratamiento no es inferior en cuanto a supervivencia al
tratamiento adyuvante, permite incrementar el porcentaje de cirugia
conservadora posterior y la respuesta al tratamiento de induccién es un factor
pronostico, presentando mejor supervivencia aquellas que alcanzan respuesta

completa patoldgica.

El tratamiento habitualmente utilizado ha sido el wuso de
poliguimioterapia inicial con combinaciones de antraciclinas hasta alcanzar la
maxima respuesta, seguido de un tratamiento local (cirugia y radioterapia).
En los Ultimos afios se han publicado estudios utilizando taxanos en

combinacidn con antraciclinas o de manera secuencial que han demostrado un
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incremento en el porcentaje de respuestas patoldgicas, pero con resultados
contradictorios en cuanto a incremento de supervivencia libre de recidiva*® .
En tumores con sobreexpresion de c-erb-B2, la administracién de
trastuzumab en combinacion con epirrubicina y paclitaxel consigue un
porcentaje de respuestas completas patoldgicas del 66.7%, resultado
significativamente superior al obtenido por la misma combinacién de farmacos

sin trastuzumab (25%)*.

1.1.6.4-Tratamiento del carcinoma metastasico

El tratamiento del cancer de mama diseminado o recurrente tiene una
finalidad paliativa, siendo sus objetivos la eliminacion de los sintomas con la
menor toxicidad posible y el incremento de la supervivencia. Se trata
nuevamente de un tratamiento multidisciplinar, basado fundamentalmente en
la quimioterapia, hormonoterapia y en los nuevos agentes bioldgicos, que con
la ayuda de la cirugia y la radioterapia contribuyen a conseguir los objetivos

marcados.

Las mujeres con menos criterios de riesgo (por escaso volumen tumoral
metastatico, enfermedad no visceral, no afectacion de d&rganos Vvitales,
factores tumorales moleculares y mas de dos anos de intervalo libre de
enfermedad en el caso de las recidivas) son candidatas a un tratamiento
hormonal, dada la elevada probabilidad de respuesta, a menudo de larga
duraciéon. La respuesta a una primera manipulacion hormonal tiene un

importante valor predictivo de respuesta a sucesivas lineas hormonales. Al
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igual que en la adyuvancia, se distingue entre mujeres premenopadusicas y
menopausicas®. En estos estadios, disponemos también de un nuevo
antiestrogeno puro, el Fulvestrant®®.

Las mujeres con enfermedad de alto riesgo reciben tratamiento con
guimioterapia. No existe una evidencia firme para recomendar una
poliquimioterapia de inicio frente a un tratamiento secuencial con diferentes
agentes en monoterapia. La eleccidon de los farmacos dependera de su perfil
de toxicidad, de la situacion de la paciente y del esquema utilizado en
adyuvancia. En pacientes que hayan recibido antraciclinas en adyuvancia, se
recomienda la utilizacién de taxanos?’, sélos o en combinacidn. En caso de no
haberlas recibido, tanto los taxanos como las antraciclinas, en monoterapia o
en combinacidn son opciones validas*®. La capecitabina®, gemcitabina®, la
vinorelbina®!, incluso el carboplatino®® son opciones adecuadas en segunda y
sucesivas lineas en monoterapia, asociadas a antraciclinas y taxanos o
asociadas entre ellas. La adicion de un antiangiogénico a un taxano ha
demostrado su eficacia en el tratamiento de primera linea de cancer de mama
metastdsico®>. Las pacientes con cancer de mama metastatico vy
sobreexpresion de HER2/neu se benefician de un tratamiento con

trastuzumab, bien en monoterapia o en combinacién®*.

Los tratamientos locales con intencién paliativa, como la radioterapia
tienen su papel, especialmente importante en las metastasis cerebrales, la
compresién medular, plexopatias por infiltracion tumoral, metastasis liticas

dolorosas o con riesgo de fractura. En casos seleccionados se puede valorar la
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cirugia (pleurodesis en derrames pleurales recidivantes, toracotomia en
reseccion de metastasis pulmonar Unica, mastectomia de limpieza en tumores
ulcerados y cirugia ortopédica en casos de fracturas patoldgica). Los
bisfosfonatos (&cido pamidrdénico, acido zoledrdico, &cido ibandrénico...),
ademas de su papel en el tratamiento de la hipercalcemia tumoral, han
demostrado reducir el dolor dseo, la incidencia de complicaciones éseas y

mejora la supervivencia libre de progresion dsea”.

1.1.7-Seguimiento

Las recomendaciones de la mayoria de las guias de practica clinica,
como la de la European Society Medical Oncology®® (ESMO) Amerian Society
Medical Oncology (ASCO) y la Nacional Comprehensive Cancer Network>’

(NCCN) aconsejan (tabla 4):

1. Anamnesis y exploracion fisica cada 3-6 meses durante 3 afios, y luego

cada 6-12 meses durante 2 afios mas y luego anualmente.

2. Mamografia anual, y adicionalmente, a los 6 meses tras la radioterapia

en mujeres que reciben tratamiento conservador.

3. Exploracién ginecolégica anual en mujeres con utero intacto, el

intervalo puede ser mas largo en mujeres sometidas a histerectomia

total.
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ESQUEMA DE SEGUIMIENTO EN CANCER DE MAMA

Anamnesis, exploracion fisica,

Afio hemograma, bioquimica, ;)I:zlgg%cgiig Mamografia
marcadores

Primero Cada 3 - 6 meses Anual Anual
Segundo Cada 3 - 6 meses Anual Anual
Tercero Cada 3 - 6 meses Anual Anual
Cuarto Cada 6 - 12 meses Anual Anual
Quinto Cada 6 - 12 meses Anual Anual
Posteriores Cada 12 meses Anual Anual

Tabla 4. Recomendaciones para el seguimiento del cancer de mama.
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1.2-. Cribado y diagndstico precoz del cancer de

mama

1.2.1-Deteccion Clinica

La alteracion clinica que con mayor frecuencia lleva al diagnédstico del
cancer de mama es la aparicién de un ndédulo en la mama. A pesar de las
campafas de cribado para el diagndstico precoz, de las que hablaré mas
adelante, los pacientes detectan en muchas ocasiones mediante

autoexploraciéon de forma casual, por ejemplo durante el bafio.

La presentacion en estos casos, suele ser en forma de una masa
solitaria, dominante y asintomatica, que se caracterizan por la infiltracion del
tejido mamario circundante, por lo que suelen estar adheridos y no son
moviles como los quistes y los fibroadenomas. La exploracién clinica mamaria
realizada por un profesional sanitario contribuye a detectar el carcinoma

mamario precoz en las pruebas de deteccién sistematica®®.

Otras formas de presentacidon clinica pueden ser la retraccién cutanea
por la infiltracion tisular que tira de la piel, la piel de naranja, que consiste en
un edema de la piel provocado por la infiltracion de los linfaticos dérmicos.
Esta forma de presentacion suele denominarse carcinoma inflamatorio. Mas
rara es la presentacién inicial con secreciones por el pezén, o la enfermedad

de Paget del pezdén, que es una erupcidn eccematosa que se inicia en el
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pezdén, y que se debe a la diseminacién intraepitelial epidérmica de un

carcinoma intraductal.

En una serie de 100 mujeres no seleccionadas, vistas en nuestras
consultas de oncologia del hospital San Jorge de Huesca durante el aifio 2007,
el 57% de las mujeres se diagnosticO por manifestaciones clinicas (40%
nodulo, 7% retracciéon de pezdén, 7 % dolor y 3% telorrea o inflamacién), de
las cuales el 37% (16 mujeres) estaban en programa de cribado con
mamografia anual o bianual (figuras 4 y 5). El 43% restante se diagndstico
por pruebas de imagen, no notandose ellas nada (42% mamografias, 1%
RMN). El total de las mujeres que estaban dentro de un programa de cribado

era del 66 %.

43%

O Diagndstico por
manifestaciones
clinicas

B Diagndstico por

ruebas de imagen
57% P g

Figura 4. Causa del diagndstico en nuestra poblacién.
El alto porcentaje de mujeres que se diagnostican por autoexploracion
en comparacidn con otras series®®, es en parte debido a que las mujeres

recogidas en este estudio pertenecen mayoritariamente a un area rural con
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tasas mayores de envejecimiento que la media nacional, y por tanto el

porcentaje de poblacidn que entra en las campafias de cribado es menor®°.

Es cierto que al igual que hay un porcentaje de pacientes que se
benefician de las campafas de cribado (35% del total de mujeres, 63% si nos
cefiimos sdélo al grupo de mujeres en programa de cribado) con un porcentaje
mayor de diagndsticos en estadio 0 o I, que las mujeres fuera de los
programas, existe un nada desdefiable porcentaje de mujeres que a pesar de
ser sometidas a pruebas de imagen anuales o bianuales (37%), éstas no
resultan eficaces y se da un diagndstico de intervalo. Esto puede ser debido
bien, a fugas debido a la conocida sensibilidad de la mamografia, o bien a que
en el momento del cribado, existiendo ya lesiones malignas o pre-malignas,
éstas sean de caracter microscépico o de un volumen tan pequefio que las

haga indetectables a las pruebas de imagen.

37%

O Diagndstico de
intérvalo

B Diagnostico por
cribado

63%0

Figura 5. Causa del diagndstico en las mujeres sometidas

a programa de cribado en nuestra poblacion.
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1.2.2-Técnicas de imagen en el cancer de mama

1.2.2.1-Mamografia

Actualmente, la mamografia, junto con la exploracion clinica sigue
siendo el estdandar de oro en el diagnostico precoz del cancer de mama. Hoy
en dia, la mamografia, junto con el Antigeno Prostatico Especifico (PSA) para
el cancer de prostata, y la citologia para el cancer de cervix, son las Unicas
pruebas que se han mostrado eficientes, y estan extendidas en la clinica para
el cribado y diagnostico precoz de estas patologias®. A pesar de los avances
en el conocimiento genético molecular y en el tratamiento del cancer de
mama, la mamografia convencional, unida a la exploracién fisica, siguen
siendo la mejor herramienta de deteccion precoz selectiva disponible para el

cancer de mama.

La mamografia consiste en una radiografia simple de las mamas, en
diferentes proyecciones (lateral, craneocaudal, y oblicua) intentando abarcar
toda la extensién del tejido mamario incluida la cola, cercana a la region
axilar. Las alteraciones radioldgicas (en forma, tamafio, asimetria,
microcalcificaciones, regularidad o irregularidad de bordes, densidad...) son
descritas por el radidlogo y clasificadas segun la clasificacion BI-RADS®?

(Breast Imaging Reporting and Data System) en:
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BI-RADS 1: Negativo.

BI-RADS 2: Hallazgo benigno.

BI-RADS 3: Probablemente hallazgo benigno. Se sugiere seguimiento en
intervalo corto.

BI-RADS 4: Anormalidad sospechosa. Considerar biopsia.

BI-RADS 5: Altamente sugestivo de malignidad. Emprender acciones

apropiadas.

La sociedad espafiola de diagndstico por imagen de la mama (SEDIM)
recomienda las siguientes indicaciones de mamografia para el cribado:
1. Mujeres desde los 40 a los 70 afos de edad.
2. Mujeres desde los 35 afios de edad, con antecedentes familiares directos
(madre, padre, hijos, hermana) de cancer de mama de riesgo.
3. Mujeres con antecedentes personales de cancer de mama, cualquiera que
fuere su edad.
4. Mujeres con antecedentes personales de riesgo, diferentes al antecedente
personal de cancer de mama (determinadas lesiones mamarias benignas y

neoplasias ginecoldgicas pélvicas, por ejemplo).

En cuanto a las limitaciones de la mamografia para el cribado,

hablaremos con mayor profusién en el capitulo de la discusién, en el que las

confrontaremos con los resultados de este trabajo.
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1.2.2.2-Resonancia magnética nuclear

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una prueba que esta
acaparando cada vez mas protagonismo en el cribado, diagndstico y
planificacion terapéutica del cancer de mama. El realce tras la administracién
de gadolinio permite detectar areas de aumento de vascularizacién en la
mama, confiriendo a la RMN una sensibilidad mayor del 90 %. Sin embargo
presenta una baja especificidad (63%) y un alto porcentaje de falsos

negativos (5-15%)%. Esto hace que sus indicaciones estén todavia limitadas.

En abril de 2007 la sociedad americana de oncologia publicé una guia
sobre el uso de la RMN como complemento de la mamografia en el cribado
del cancer de mama, limitandole mucho a las pacientes de alto riesgo de
padecer cancer de mama hereditario. Recomiendan RMN anual en mujeres
con la mutacidon BRCA conocida, en pacientes con un familiar de primer grado
con la mutacién positiva pero que nos se ha realizado el test genético, o en
pacientes con una estimacién de riesgo de padecer cancer de mama de un 20-
25 % (o mayor) definidos por modelos informaticos como por ejemplo el

programa BRCAPRO®*,

En cuanto a la planificacion del tratamiento, la RMN estd indicada en
pacientes en pacientes candidatas a cirugia conservadora tras disponer de un
diagnostico cito-histoldgico de cancer en casos en los que la extensiéon de la

tumoracidén sea imprecisa mediante mamografia o ecografia. También tiene

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado — Pagina 51



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

un papel la RMN en la valoracion de respuesta a tratamiento sistémico
primario®®, y en el seguimiento en pacientes portadoras de prétesis de

silicona, en las que la mamografia resulta insuficiente.

En marzo de 2007 se presentd un importante trabajo en el que
mostraba que a un 3% de las mujeres recién diagnosticadas de cancer de
mama se las detectaba tumoracion bilateral mediante RMN sin que la
mamografia hubiera observado alteraciones en al mama contralateral®®. Est3
por ver si este tipo de trabajos obligaran a incluir una RMN basal como
estudio de extensién en todas aquellas mujeres con diagndstico de cancer de

mama.

1.2.2.3-Ecografia mamaria

La ecografia mamaria, basada en la ultrasonografia, es una prueba
sencilla, no invasiva y muy econdmica que tiene un papel destacado como
complemento de la mamografia en el cribado y en el diagndstico en
determinadas situaciones, como en mujeres menores de 35 afos (la
mamografia pierde sensibilidad por la densidad mamaria de esas edades),

mujeres embarazadas y en lactancia.

También tiene su papel en la evaluacién de hallazgos patoldgicos en la

exploracién fisica con mamografia normal®’. Ademads, la ecografia permite

obtener muestras citoldgicas o histoldgicas mediante puncidn aspiracion con
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aguja fina (PAAF) o biopsia con aguja gruesa (BAG) en lesiones no palpables,

evitando de este modo la realizacién de una biopsia quirtrgica®®.

1.2.3-Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales o biomarcadores son sustancias que se
encuentran en el tumor, son producidas por él o por el huésped en respuesta
al cancer y que pueden usarse para diferenciar entre tumores y tejidos
normales. Se miden de forma cuantitativa o cualitativa con métodos quimicos,
inmunoldgicos o de biologia molecular, y aunque se han descrito numerosos
marcadores, son relativamente pocos los que se utilizan en la practica clinica
habitual®®. Ademas en el diagnéstico precoz no han demostrado ninguna
validez, a excepcién del antigeno prostatico especifico (PSA) para el cancer de

prostata.

Los marcadores tumorales mas empleados en el seguimiento y en la
valoracion de respuesta al tratamiento del mama son el antigeno
carcinoembrionario (CEA) y el antigeno carbohidratado 15.3 (Ca15.3), aunque
su uso clinico rutinario ha sido cuestionado en los Ultimos tiempos’. Sin
embargo, no son especificos de estd patologia y no han demostrado tener
ningun valor en el diagndstico precoz del cdncer de mama’l. Alteraciones de
tipo hepatico, renal, menstrual, o habitos toxicos como el tabaco alteran sus

concentraciones en la sangre.
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En este sentido, no disponemos de armas bioquimicas o moleculares
validas para el cribado, por los que es necesario desarrollar nuevas

estrategias para la deteccién precoz del cancer de mama’?.
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1.3-Protedmica: La era de la biologia molecular

1.3.1-Genes, proteinas y cancer.

En febrero de 2001 la mayor parte de la secuencia del proyecto genoma
humano (93%) fue publicada en la comunidad cientifica simultdneamente en
dos de las revistas cientificas mas importantes’® 74, En 2003 se consiguid la
secuencia completa. Entre las primeras conclusiones se destacaba que la
secuencia del genoma humano la componen 3 billones de pares de bases, que
codifican asi mismo entre unos 26.00 y unos 30.000 genes, (cifra bastante
menor que 100.00 que se anticiparon al principio) y que los humanos
tenemos el 99% de nuestro genoma en comun. Pero esa diferencia del 1% es
crucial, ya que alberga los cambios basicos que se asocian al riesgo de
enfermedad o a la predisposicién a estados patoldgicos’®. Gran parte de los
esfuerzos actuales se centran en la identificacion de las multiples variantes
genéticas polimorficas que se dan de manera natural y que determinan la
susceptibilidad de un individuo frente a diversas enfermedades frecuentes,
incluyendo el cancer. En esta linea se enmarca el gran desarrollo de las

técnicas en gendmica’®, como la de los microarrays.
El cancer es una enfermedad genética que estd causada por la

mutacién, amplificacion, deleccién o expresién anémala de genes llave que

representan factores clave en la regulacion celular. Las células que escapan a
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esa regulacidn, son las que originaran el cancer y presentan las siguientes

caracteristicas de las que nace su potencial maligno:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Ser autosuficientes en sefializaciones de crecimiento celular, por
ejemplo activando la via Ras.

Desarrollar insensibilidad a lo mecanismos inhibidores de
crecimiento, por ejemplo eliminando los controles del ciclo celular.
Hacerse resistentes a las sefales de apoptosis, por ejemplo
mediante la activacion de la via phosphoinoitide 3'- kinasa (PI3
kinasa).

Adquirir potencial replicativo ilimitado, por ejemplo mediante la
activacion de telomerasa.

Inducir una fuerte respuesta angiogénica, por ejemplo en respuesta
a la hipoxia via HIF-1.

Activar el proceso de invasidon y metastasis, por ejemplo a través de

cambios en metaloproteasas y moléculas de adhesién.

Actualmente se conocen con detalle 100 oncogenes dominantes (ej. ras

y myc) y unos 30 genes supresores de tumores (ej p53 y PTEN). Ademas se

conocen

otra serie de genes que estan envueltos en la regulacion de la

estabilidad del genoma. Parece claro que en muchos canceres los genes

actlan conjuntamente desencadenando el proceso de la progresién y

malignizacidon tumoral. Posiblemente entre 4 y 7 pasos genéticos criticos se

requieren para el desarrollo de un cancer comin como el escamoso’”.

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado - Pagina 56



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

Pero, como bien se sabe, el ejecutor final de la accién bioldgica,
contenida y ordenada por los genes, son las proteinas: el producto final de los
genes. La informacidn esta presente en el DNA. Mediante la transcripcion y los
mecanismos de splicing se transfiere a RNA, y se traduce finalmente en las
proteinas. Estas, a su vez, pueden sufrir proteolisis, modificaciones
postraduccionales o compartimentalizaciones (figura 6). De tal manera que
mientras se estima que hay entre unos 26.000 y 30.000 genes, el numero de
proteinas existentes en el cuerpo humano se calcula entre 100.000 vy

1.800.000 proteinas diferentes’s.

y Coroeoisis 2

Medificacién
pest-
traduccional

REPLICACION >TRANSCRIPCION > SPLICING >TRADUCCION
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v

Figura 6. Del DNA a las proteinas modificadas.

Aunque las técnicas de genes-microarrays aportan importante

informacidon sobre la biologia molecular del cédncer (en cuanto a expresién

genética y trascripcién), no pueden ofrecer informacion de lo que ocurre en el
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nivel proteico (post-transcripcional: modificaciones, actividad enzimatica...).
La protedmica ofrece la posibilidad de multiplicar, cuantificar, acelerar ese tipo
de analisis. Asi por ejemplo, el complejo kinasa activado y su cascada
desencadenada tiene una gran importancia en lo relativo a la patogénesis del
cancer y las terapias diana. La tecnologia protedmica puede cuantificar en
estado de los patrones kinasas, y aportar datos de la fosforilacion que no se

pueden obtener por arrays genéticos’®.

1.3.2-,Qué es la protedmica?

Se denomina proteoma al conjunto de proteinas expresadas por un
genoma en un momento determinado y bajo determinadas condiciones
ambientales. Pero va mas alld que la simple suma de proteinas. El proteoma
representa el estatus funcional de un compartimiento biolégico. Por tanto el
proteoma es una imagen dindmica de todas las proteinas expresadas por un
organismo, célula o compartimiento subcelular concreto en un momento dado
y bajo determinadas condiciones®®. Y la proteémica, es el estudio de todo o
parte del conjunto de proteinas de un organismo. La enorme informacion
generada por los programas de secuenciacion de genomas, suponen el
sustento sobre el que empieza a definirse el nuevo reto de la etapa post-
gendmica: la protedmica, la identificacion y catalogacion de los productos que

expresan estos genes.
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La funcion de la inmensa mayoria de esas proteinas es desconocida.
Las proteinas tradicionalmente han sido estudiadas y medidas por técnicas de
baja capacidad de procesamiento, como la inmunodeteccion por western
blotting, la hibridacién in situ y la inmunohistoquimica. A diferencia del DNA,
las proteinas son muy inestables, se desnaturalizan muy facilmente, y cuando
lo hacen pierden su funcidn, no se pueden amplificar y, hasta hace no

mucho, las técnicas para su estudio a mayor escala resultaban costosisimas.

Las nuevas tecnologias de protedmica disponibles actualmente,
adaptadas a una alta capacidad de procesamiento, superan las limitaciones

tanto cuantitativas, cualitativas y de reproducibilidad de los resultados.

El desarrollo de nuevas técnicas para la separaciéon de proteinas, como
la electroforesis bidimensional, el desarrollo y nuevo enfoque dado a la
espectrometria de masas y especialmente la bioinformatica, estan
permitiendo que en la actualidad la atencién se haya ido desplazando desde el
estudio de las secuencias de genes, al andlisis y caracterizacién de los
productos de éstos, o lo que es lo mismo, hacia el estudio de los cambios en

la expresidn proteica de un determinado genoma.

La protedmica supone abrir las puertas al conocimiento de las proteinas
a gran escala, la posibilidad de analizar de una forma exhaustiva y
simultdnea, cambios en un gran numero de proteinas en el contexto de una
enfermedad o de distintas condiciones fisioldgicas. Es por tanto, una

prometedora herramienta para abrir soluciones a cuestiones dificiles de la
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investigacion clinica. Los métodos protedmicos, generan patrones globales de
expresion de proteinas (pueden describir perfiles proteicos) de manera similar
a como los microarrays de DNA pueden definir patrones exhaustivos de

expresion de RNA mensajero.

Estos avances han permitido la adquisicién de patrones de expresién de
mezclas complejas de proteinas, principalmente de fluidos bioldgicos como

plasma o suero que se asocian a muchas patologias humanas.

La construccién de estos patrones se estd usando para estudiar, por
ejemplo, los cambios en los niveles de proteinas asociados a determinadas

8182 g neuroldgicas como la de Alzheimer® o la de

enfermedades cardioldgicas
Parkinson®. Se esta utilizando para estudios de toxicidad como el de las
ciclosporinas en transplante renal, o en enfermedades infecciosas para la

busqueda de antigenos candidatos para el desarrollo de vacunas, o para

describir proteinas responsables de la resistencia a antibidticos®.

Pero sin duda donde mayor aplicacién parece tener es en el cancer. En
oncologia, el campo que se abre es inmenso. La estrategia protedmica de
identificacion masiva de proteinas se esta aplicando para la deteccién de
proteinas asociadas a tumores: cancer de colon, hepatocarcinomas,
fibrosarcoma, cancer de vejiga, pulmon, rifién, ovario, préstata... y también

para el cancer de mama®®.
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Existen ya marcadores tumorales descritos, sin embargo sélo unos
pocos se han revelado utiles en el diagndstico y en el prondstico clinico de
supervivencia y recurrencia. Por ello, continia siendo de relevancia la
descripcion y caracterizacion de nuevos marcadores, de nuevos perfiles
proteicos. Ademas antes de su uso clinico el método debe ser ampliamente

validado.

En farmacologia se estd usando para la identificacion de moléculas
diana®’. Los nuevos agentes terapéuticos ya comercializados en oncologia
acttan a nivel del proteoma, (no del genoma) como son los receptores sobre
los que actlan los anticuerpos monoclonales recombinantes humanos.
Ejemplos de esto son el imatinib (Gleevec), gefitinib (Iressa), sumetinib
(Sutent), sorafenib (Nexavar), erlotinib (Tarceva), bevacizumab (Avastin),
transtuzumab (Herceptin), rituximab (Mabthera) y el cetuximab (Erbitux).
Todos ellos actian sobre receptores (complejos proteicos) intracelulares o de

la membrana celular.

Los rapidos avances y la colaboracién estrecha entre la investigacion
basica y la investigacion clinica nos posibilitaran personalizar los tratamientos
contra el cancer, dirigidos contra la estructura gendmica y protedmica
especifica, gracias a la combinacion de biomarcadores basados en técnicas

gendmicas y protedmicas®.

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado — Pagina 61



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

1.3.3-Instrumentos para el mejor conocimiento de las proteinas

La tecnologia protedmica que estd permitiendo estos avances se basa
fundamentalmente en tres pilares: la electroforesis bidimensional, la

espectrometria de masas y la bioinformatica. Veamos:

1.3.3.1-Separar las proteinas: electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional no es una técnica nueva, ya que se
viene desarrollando desde el ultimo tercio del siglo pasado, pero es en los
ultimos anos cuando mas se estan explotando sus posibilidades. Consiste en
la separacion de las proteinas que componen una mezcla proteica (suero,
tejido, orina...) en base a dos caracteristicas que, unidas, confieren mucha
especificidad a una determinada proteina: el punto isoeléctrico (pH) y el peso

molecular (pM). O lo que es lo mismo, su carga y su masa (z/m)

1) Punto isoeléctrico: la carga neta de cada proteina viene
determinada por la suma de las cargas de los aminoacidos (aa) que la
componen. Estas cargas de los aa proceden del grupo carboxilo (acido), del
grupo amino (basico) y algunos casos de las cadenas laterales, y varian en
funcién del pH del medio. Asi por ejemplo los grupos carboxilo tienen carga
(+) en pH acido, y carga (-) en pH basico. Aprovechando estas propiedades
de la proteina, se puede construir en un gel (generalmente una matriz de
poliacrilamida unida covalentemente a grupos acidos y basicos) un gradiente

de pH en que se pongan a correr las proteinas en presencia de un campo
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eléctrico. Cada proteina se detendra en aquel punto del gel en el que su carga
neta es cero, es decir donde se neutralicen (+) y (-). Ese es el punto

isoeléctrico especifico de cada proteina.

2) Peso molecular: Una vez separadas las proteinas en funcién de su
punto isoléctrico, se pueden separar a su vez en base a su pM con una
electroforesis clasica aplicando un campo eléctrico. Una vez hecho esto se
detectan las proteinas mediante diferentes técnicas de tincién (cromdéforos,
colorantes fluorescentes, isétopos radioactivos...) y revelado. Se obtiene la
imagen tipica de un mapa proteico en un gel bidimensional, en el que cada

punto (spot) corresponde a una proteina determinada (figura 7).

o

% ‘e

Figura 7. Mapa proteico caracteristico de un suero tras electroforesis bidimensional. En
horizontal la separaciéon de los spots (que aparecen numerados) mediante el punto
isoeléctrico. En vertical se separan las proteinas mediante su peso molecular.
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1.3.3.2-1dentificar las proteinas: espectrometria de masas

Cuando ya hemos separado cada proteina, hay que identificarlas.
Aquellos spots que interesen se obtienen a partir de geles preparativos y se
someten a un proceso de reduccién-alquilacién, deshidratacion-rehidratacion
y digestién (mediante tripsina y otras enzimas especificas) hasta conseguir

una mezcla peptidica que podremos introducir en un espectrometro de masas.

La espectrometria de masas es una técnica clasica y muy exacta para
determinar la masa de una molécula®. Es una técnica analitica que consiste
en la formacion de iones en fase gaseosa a partir de moléculas bioldgicas
(grandes, polares y no volatiles). En esa forma gaseosa las moléculas
ionizadas vuelan a través de un analizador por aplicacion de un campo
eléctrico hasta un detector de iones, y se separan y seleccionan los iones
segun su masa. En funcidén del tamafio de los iones el tiempo de vuelo (TOF:
time of flight) variara: los iones de menor masa llegan al detector antes

mientras que los de mayor masa llegan mas tarde.

El TOF es lo que mide el detector, que mediante un sistema informatico
adquiere las senales/tiempo, procesa los datos y los traduce en masa. En
funcién del sistema que se use para ionizar las moléculas y para analizar y
detectar la masa, dispondremos de unos espectrémetro u otros. Uno se los
mas usados, y el utilizado en este trabajo, es el MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption Ionization)°. MALDI es el sistema de ionizacién para sélidos

mediante flashes de laser, y TOF es el sistema de analisis mediante el Time Of
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Flight. Otros sistemas de ionizacion son el ESI (Electrospray Ionization), ICAT
(Isotope Coded Affinity Tag), SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption
Ionization) ... De analizadores existe el cuadrupolo, LC-MS/MS (Cromatografia
liguida y espectrometria en tandem), la trampa de iones, el sector

magnético, etc.”?

Con esta técnica se consigue determinar de manera muy precisa la
masa molecular con picomoles e incluso fentomoles. Es muy sensible y la

automatizacion del proceso le ha conferido gran rapidez y economia.

Con la masa de cada péptido en que quedd dividida cada proteina, se
obtiene lo que se denomina huella peptidica (fingerprint). Se define como el
espectro de masas caracteristico de cada proteina obtenido al analizar la
mezcla de péptidos tras digestidon enzimatica. Este espectro es comparado con
los espectros tedricos calculados de las secuencias proteicas de las bases de
datos, empleando motores de busqueda especificos como el MASCOT. Cuando
un numero adecuado de péptidos coinciden con los péptidos tedricos de una
proteina en la base de datos y cubren un porcentaje adecuado de la proteina,
tenemos identificada la misma. En los casos en los que no es posible la
identificacion de la proteina mediante la huella peptidica, se puede recurrir al
andlisis de la secuencia de aminoacidos de cada péptido mediante
espectrometria de masas en tandem (MS/MS. Q-TOF). Este es un proceso

mas lento, pero mas fiable.
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En la tabla 5 exponemos un resumen de las principales técnicas que se

estan usando para el conocimiento proteico y sus principales caracteristicas.

SENSIBILIDAD | IDENTIFICA | USO CAPACIDAD DE
MARCADOR PROCESAMIENTO
ELISA La mas alta N/A Deteccion de un Moderada
(quimio- Unico marcador en 1) Robusto, bien
inmunofluoresc plasma, suero, establecida
encia) tejido... 2) Requiere buenos
anticuerpos para su
deteccion
Electroforesis | Baja cuando Si Identificacion y Baja
2D hay escasa descubrimiento de 1) Requiere mucho
cantidad. biomarcadores material
Sensibilidad 2) Requiere mas
limitada por los Expresion validaciones antes de
métodos de diferencial su uso clinico
deteccion. Modificaciones 3) Resolucién limitada.
Microdiseccion post- Muchas proteinas
laser la pueden traduccionales pueden posicionarse
aumentarla en el mimo punto del
gel
ICAT (isotope | Alta Si Cuantificacién de Moderada / Baja
coded affinity la abundancia 1) Automatizada y buena
tag) relativa de sensibilidad
proteinas de dos 2) Dificultad para medir
estados celulares concentraciones sub
diferentes pg/ml
LC-MS/MS Alta Si Identificacion y Muy baja
Cromatografia descubrimiento de 1) Mucha mas
liquida posibles sensibilidad que a
biomarcadores electroforesis
2) Limitada por las
proteinas escasas y los
fragmentos de bajo
peso
SELDI TOF Media/alta Si Reconocimiento de | Alta
MS /7 MALDI / proteinas de 1) Reproducible
QQTOF diversos fluidos. 2) Rapido analisis de
Identificacion y muchas muestras
descubrimiento de
posibles
biomarcadores.
ARRAYS Media/alta Si Analisis Alta
PROTEICOS multiparamétricod 1) Limitado por la
e muchas especificidad y
muestras sensibilidad del
simultaneamente anticuerpo.
2) Flexible. Permite
analizar

simultdneamente
varios marcadores en
un individuo, o un
marcador en muchos
individuos

Tabla 5. Comparacion de diversos

métodos de estudio proteico.
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1.3.3.3-Interpretar los datos: Bioinformatica

Todos estos procesos generan una cantidad ingente de datos que hay
que ordenar e interpretar. Los grandes avances en bioinformatica, con
programas cada vez mas potentes y especificos (que permite procesar y
ordenar en tiempos muy cortos la avalancha de datos que dichas técnicas

ofrecen) han contribuido de manera decisiva al conocimiento proteico®* .

Para la electroforesis bidimensional, resultan fundamentales los
programas para escanear Yy normalizar (cuantificando volumétrica vy
densitométricamente) los diferentes spots de los geles, programas para la
generacién informatica de agrupaciones de patrones proteicos de casos y
compararlos con el patron normalizado o el patrén control (ej. Progenesis 240
de Non Linear Dynamics; PDQuest de Biorad; DeCyder de GE Healthcare).
Son imprescindibles programas para el analisis de imagen a gran escala y

para el tratamiento estadistico de la multitud de variables que se recogen.

Para la espectrometria de masas son necesarios programas que
cotejan los resultados analiticos con grandes bases de datos online para
identificar las proteinas. Los programas de busqueda en las bases de datos
de secuencias peptidicas con datos de pM de péptidos funcionan por
comparacién de las masas de las muestras con las masas de los péptidos que
producirian por la apropiada digestién de cada entrada en la base de datos,

calculando el numero total de picos de masas caracteristicos de péptidos
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coincidentes y ordenando los resultados de acuerdo con el mayor nimero de

coincidencias (matching).

1.3.4-Lineas de investigacion de protedmica en oncologia

La protedmica estd empezando a dar el salto de la investigacién basica
a la investigacion clinica, colocandose mas cerca del umbral de la practica
médica. Vemos certero en este caso aquella expresidn anglosajona usada
para referirse a las aplicaciones practicas de la investigacion basica: from the
bench to the bed. La importancia que la protedmica esta adquiriendo como
herramienta prometedora en oncologia lo demuestra, por ejemplo, el hecho
de que las comunicaciones sobre el tema en los principales congresos de
oncologia clinica se han multiplicado. Asi, la Sociedad Americana de Oncologia
Médica introduce el término protedmica por primera vez en el index en el afio
2003, incluyéndose tres términos. Desde entonces las comunicaciones han
aumentado a 6 en el afio 2004, y a 15 y una sesidon educacional en el afo

2005.

A continuacién haré un repaso al estado de la cuestién, incluyendo los
estudios mas importantes, con los avances mas significativos que se estan
produciendo en el campo de la protedmica en cuanto a su cercania a la
practica clinica en los diferentes tumores®. Finalmente, me centraré en el
cancer de mama, donde se inserta la aportacion al tema que queremos hacer

con nuestro trabajo.
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1.3.4.1-Protedmica y cancer de ovario

El cancer de ovario fue de los primeros tumores en los que se empezd a
trabajar con tecnologia protedmica, y por tanto es uno de los que mas

experiencia atesora.

Las altas tasas de mortalidad en el cancer de ovario son debidas en
gran parte a que la mayoria de los diagndsticos se hacen cuando la
enfermedad estd avanzada dado que los factores prondstico pre-tratamiento
han sido dificiles de identificar. Varios grupos estan estudiando, mediante

técnicas de protedmica, el diagnostico precoz®.

El grupo de Petricoin®®, uno de los mas prolificos, fue de los primeros
en aplicar estrategias protedémicas para el diagndstico del cancer de ovario.
Estudiaron la huella peptidica mediante espectrometria de masas (sin
separaciéon proteica previa) del suero de 50 mujeres control (37 sin evidencia
de quistes ovaricos, 11 con quistes ovaricos benignos pequenos (< 2,5 cm) y
2 con quistes grandes (> 2.5 cm)) y 50 mujeres con cancer de ovario (6 en
estadio I y 44 en estadios II-IV). El algoritmo generado se aplicé a una
muestra de 66 mujeres control y 50 mujeres con cancer de ovario en
diferentes estadios (18 en estadio I y 32 en estadios II-1V). Este grupo obtuvo
una sensibilidad diagndstica del 100% y una especificidad diagndstica del
95%, con un valor predictivo positivo del 94%. Este valor predictivo fue sig-
nificativamente muy superior al obtenido con un marcador tumoral clasico, el

Ca 125, en el mismo grupo, que fue del 35%. Estos resultados desataron el
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optimismo, llevando a 3 companias americanas a desarrollar de forma
conjunta un test para la detecciéon de cancer de ovario llamado Ovacheck®,

gue sin embargo no acaba de introducirse en la practica asistencial.

El grupo de autores del citado estudio esta evaluando la utilidad de esta
tecnologia en el control de la recurrencia de enfermedad en mujeres con
cadncer de ovario®”. Otros grupos han presentado trabajos con nuevos
biomarcadores  (apolipoproteina  Al, transthyretin, inter-a-trypsina,
transferrina...) obtenidos con estas técnicas proteicas para el diagndstico

98 99 100

precoz de mujeres de alto riesgo , asi como estudios preliminares con

marcadores asociados a la resistencias al cisplatino®’.

1.3.4.2-Protedmica y cancer de prostata

El cancer de prostata es otro de los tumores que esta siendo mas
estudiado con protedmica. El cribado actual del cancer de prdéstata incluye la
exploracion clinica y el Antigeno Especifico Prostatico sérico (PSA) . Pero se
sabe que enfermedades benignas de la prostata elevan también el PSA, y que
un significativo nimero de pacientes con el PSA < 4 ug/ml presentan cancer

102

de prostata También aqui existen varios grupos de investigadores que

estan intentando descubrir nuevos biomarcadores para el diagndstico. Zheng

et al'®

han desarrollado un método para analizar tejido prostatico de
pacientes con hiperplasia benigna y cancer invasivo prostatico. Han
identificado una proteina presente en el 94 % de canceres de préstata (n=

17), y no presente en el tejido prostatico normal (n=17). De nuevo el grupo

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado - Pagina 70



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

de Petricoin'® examind, sin separacidn previa de proteinas, el suero de 266
hombres usando SELDI con algoritmos bioinformaticos. El test detectd
correctamente 36 de 38 hombres (95%) con cancer de préstata (confirmado
con biopsia), mientras 177 de 228 (78%) de hombres libres de enfermedad
con PSA < 1 fueron detectados como tales. Un dato curioso es que la
especificidad diagndstica disminuyd notablemente con el aumento de la
concentracion de PSA (el 93% en el grupo con PSA < 4 ug/l, el 71% en el

grupo con PSA de 4-10 pg/l y el 63% en el grupo con PSA > 10 (ug/l).

Otos estudios con objetivos y disefios similares han sido publicados,
obteniendo resultados diversos, pero en todos los casos van apuntando a que
la sensibilidad y la especificidad serd mayor que el standard PSA: (S 97%, E
97%'%, S 63%, E 77%'%, S 67%, E 67%%’). Entre las proteinas que se van
demostrando como claramente diferenciales estdn la Apolipoproteina AII'%®

(sobrexpresada en el cancer de prdstata) y la proteina Amiloide A% (en

pacientes con metdastasis 6seas)

1.3.4.3-Protedmica y cancer colorectal

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es uno de los marcadores clasicos
con una utilidad relativa en el seguimiento y el prondstico del cancer
colorectal. Pero como hemos visto que sucede para el cancer de mama, su
sensibilidad y especificidad son escasas, lo que le incapacita para el
diagnostico precoz. Por ello parece que la protedmica puede ser Gtil también

en la busqueda de biomarcadores diagndsticos en el cancer colorectal.
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Engwegen et al''® han identificado 2 marcadores (Apo C-I y Apo Al)
capaces de distinguir pacientes con cancer colorectal de controles sanos. En la
actualidad se esta trabajando en unos 15 nuevos potenciales biomarcadores,
muchos de los cuales son proteinas séricas bien conocidas y que ahora

aparecen en relacién con el cancer de colén'!?,

En esta patologia, en la que en mas del 30% de las ocasiones se afecta
el higado, se han estudiado las enzimas del sistema citocromo p450 (CYP) en
pacientes con metdastasis hepaticas, comparandolas con las enzimas de tejido
hepatico sano de alrededor utilizando tecnologia de protedmica. 14 tipos
diferentes de enzimas CYP de diferentes subfamilias fueron identificadas, 13
en tejidos sanos y 12 en el tejido tumoral. El perfil de expresiéon de CYP en
cada caso individual pudiera ser determinante e importante en la prediccidon

de la respuesta a la quimioterapia!®.

1.3.4.4-Protedmica y cancer de pancreas

El adenocarcinoma pancreatico es uno de los tumores de peor
prondstico de los tumores sdlidos, debido en gran medida a que la mayoria de
los pacientes no desarrollan sintomas de la enfermedad hasta fases muy
avanzadas. El antigeno Ca 19.9 esta aceptado actualmente como marcador
del cancer de pancreas, pero por ejemplo la FDA sélo le aprobd para

monitorizar la tasa de respuesta al tratamiento, no siendo efectivo para
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diagnosticar el cancer en fases resecables. Estudios preliminares aportan
diferencias entre pacientes con cancer de pancreas resecable, con enfermedad

pancredtica no maligna y pacientes sanos'®.

La proteina HIP/PAP-I, (hepatocarcinoma-intestine-pancreas/
pancreatic-asociated-protein I), es una proteina generada en los acinos
pancredticos durante la pancreatitis aguda y sobre expresada en el

hepatocarcinoma. Ha sido identificada por SELDI''*

, Y esta significativamente
elevada en pacientes con adenocarcinoma pancreatico frente a controles,

pudiendo ser un nuevo marcador en esta enfermedad en el futuro.

El del grupo de Koopmann'*®> estudié 3 grupos: 60 pacientes con cancer
de pancreas en diferentes estadios, analizados antes de la reseccion del
tumor, 60 pacientes con enfermedad pancreatica no maligna (26 pancreatitis,
8 tumores neuroendocrinos, 8 quistes pancreaticos, 6 adenomas quisticos y
12 con otros procesos) y 60 individuos de control sanos. El analisis realizado
por el perfil de espectrometria, obtuvo una sensibilidad y una especificidad
diagnéstica del 78% y 97% respectivamente cuando se emplearon sélo los
grupos con cancer de pancreas y los controles. En esta misma situacion, el
marcador tumoral CA 19.9, comunmente utilizado en este tipo de tumores,
produjo una sensibilidad del 65% y la misma especificidad (97%). Sin
embargo, cuando se compard el grupo de cancer de pancreas con controles
sanos mas pacientes con procesos benignos, el analisis protedmico no mostré

superioridad con respecto al marcador tumoral.
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1.3.4.5-Protedmica y hepatocarcioma

Con respecto al hepatocarcinoma, el biomarcador utilizado
convencionalmente en el diagndstico es la alfafetoproteina (AFP). Las
concentraciones < 10 ug/l se consideran normales, mientras que las
concentraciones > 500 pg/l suelen asociarse con el carcinoma hepatocelular.
Los valores entre 10 y 500 constituyen una zona intermedia no diagndstica,
en la que se incluyen tanto los pacientes con cancer como los que presentan
una enfermedad hepatica crénica. Un estudio!'® analiz6 mediante las
mencionadas técnicas de protedmica clinica a un grupo de 38 pacientes con
carcinoma hepatocelular (6 en estadio I, 8 en estadio II, 17 en estadio IIl y 7
en estadio IV) divididos en 2 subgrupos, segun la concentraciéon de AFP. El
grupo control estaba formado por 20 pacientes con enfermedad hepatica
crénica con concentracién de AFP < 500 pg/l. Del estudio de todos los grupos
mediante la aplicacion de una aproximacién estadistica se obtuvo una
sensibilidad diagndstica del 92% y una especificidad diagndstica del 90%. La
sensibilidad ascendia al 95% cuando se considerd Unicamente al grupo de

pacientes con cancer cuya concentracién de AFP no era diagnéstica.

1.3.4.6-Protedmica y cancer de pulmon

El cancer de pulmoén es la primera causa de muerte por cancer en los

varones, y en algunos paises lo estd empezando a ser también entre las

mujeres. Esta letalidad se debe a que el 70% de los casos se diagnhostican en
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estadios irresecables. Hasta la fecha ninguna técnica de imagen ni de

inmunoanalisis se ha mostrado eficaz para el cribado y el diagndstico precoz.

Los estudios con protedmica en esta patologia también son menores y
mucho mas preliminares. En el Congreso Mundial de Cancer de Pulmén
celebrado en el 2007 se presentaron varios trabajos al respecto. Uno de ellos
compara el suero de 7 pacientes en estadio IA con 10 controles sanos*!’. Se
encontraron 29 posibles proteinas con cierto potencial estadistico diferencial,

que deberan ser confirmados en posteriores estudios.

También se estan abriendo lineas de investigacion con protedmica en la
busqueda de factores predictivos de respuesta y marcadores de resistencia o
no a determinados tratamiento quimioterapicos. En un estudio se encontraron
8 péptidos en suero que pueden estar relacionados con la resistencia a
quimioterapia®®. Un grupo irlandés ha identificado perfiles proteicos
relacionados con la resistencia al Mitoxantrone!!®. Con tecnologia MALDI MS
aplicada al suero de pacientes con cancer de pulmén no de célula pequefa se
esta desarrollando un algoritmo para ver que grupo de pacientes se
beneficiarian o no del tratamiento con inhibidores de la via tirosina kinasa del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR TKi), como son los

anticuerpos gefitinib y erlotinib*%°.
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1.3.4.7-Protedmica y otros tumores

Se estan abriendo lineas de investigacion con protedmica en otros
muchos tumores de menor incidencia, como por ejemplo el glioma'??, sobre el

2 con 34 individuos con glioma y 22 individuos

que se publicé un estudio’?
sanos, y se obtuvo una sensibilidad diagnostica del 96% y una especificidad

diagnéstica del 91%.

Existen otros estudios en melanomal??, cervix!?*, renal'?®, leucemia

126 " etc. Otra estrategia que se estd desarrollando es la de

linfocitica aguda
buscar proteinas diferenciales en el propio tumor en lugar de en el suero.
Dado que escapa el objeto y la metodologia de este trabajo en cuanto al

diagndstico precoz queda simplemente apuntado.

1.3.4.8-Protedmica y cancer de mama

La gran heterogeneidad clinica y biolégica del cancer de mama, como
hemos visto en el capitulo primero, pone de manifiesto la importancia de
analizar globalmente los perfiles de expresién de genes y proteinas. El analisis
mediante herramientas protedmicas esta siendo utilizado con el objetivo de
mejorar el diagndstico y el prondstico de esta enfermedad en una direccidn

integradora.

El estudio de patrones proteicos en sangre periférica con un panel

definido de éstos, puede ser una técnica capaz de proveernos con un test
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valido. El grupo de la Eastern Virginia Medical School presenté un estudio'®’
gue combina espectrometria con tecnologia de microarrays. El objetivo era
definir posibles patrones de identificacion de cancer de mama. Se analizaron
muestras en suero de 139 mujeres pendientes de biopsia mamaria por lesion
sospechosa. Se estratificd en funcidn del resultado histoldgico de la biopsia en
normal, benigno y tumoral. Tras multiples combinaciones se identificé un
patrén proteico con una sensibilidad y especificidad del 78 % y 83% de cancer
frente a normal. Cuando se combinaban dos chips la sensibilidad y Ia
especificidad incrementaba a 90% y 93%. Aunque un analisis de validacion
propio confirmé una especificidad similar (93,3%), un tercer estudio de
confirmacion por la FDA (Food and Drugs Administration) obtuvo resultados

sensiblemente inferiores, y la técnica sigue estando pendiente de validacion.

Otro grupo de investigadores publicd un estudio’®® con 108 mujeres (41
sanas, 25 con tumor benigno de mama y 32 con cancer de mama in situ). El
grupo de validacion estaba formado por 66 mujeres control (41 sanas y 25
con tumor benigno) y 103 mujeres con cancer de mama. Identificaron 2
proteinas en suero de mujeres con carcinoma ductal: una forma truncada C-
terminal de C3a (desArg) y un componente complementario de C3a (desArg)
capaces de discriminar suero de pacientes y de controles, con una sensibilidad
diagnédstica del 93% en estadios 0-I, el 85% en estadios II y el 94% en
estadio III. La especificidad diagnodstica fue del 91%, significativamente
superior a las obtenidas con el Ca 15.3 (sensibilidad diagndstica del 23% vy

especificidad diagnodstica del 69%).
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Otros biomarcadores identificados mediante SELDI son Hsp27, 14-3-3

129 130

sigma y la mamoglobulin/lipophilin B complex Algunos estudios han

investigado el efecto que produce en el proteoma la quimioterapia, como el

131 que identificaron en el suero dos proteinas

grupo de Heike et a
(Apoliproteina AII y kininogen) relacionadas con los efectos adversos de la
infusién de Docetaxel. Otras lineas de investigacion estan yendo por el estudio
proteico en otros sustratos diferentes del suero, como en la puncién-

aspiracion con aguja fina'*?, el fluido-lavado ductal'*?

e incluso el propio tejido
tumoral®**. Un reciente estudio ha encontrado diferencias de perfil proteico en
las biopsias de tejido tumoral de mujeres recién diagnosticadas y a las que
todavia no se habia realizado el ganglio centinela. El array proteico construido

era capaz de predecir la presencia y el nimero de adenopatia metastasicas

axilares!®>.

Aunque todos estos resultados son prometedores, el papel que tendran
los futuros biomarcadores todavia no esta bien establecido y seran necesarios
nuevos estudios, validaciones bien definidas y mejoras técnicas para

incorporar estos avances a la practica clinica diaria’*®.
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2.-HIPOTESIS DE TRABAJO
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Las actuales técnicas de cribado en el cancer de mama (exploracién,
mamografia, y resonancia magnética en mujeres de alto riesgo) presentan
limitaciones importantes. Es necesario incrementar la sensibilidad de estos

procedimientos.

Este estudio se basa en la hipdtesis de que el proteoma del suero
refleja desde estadios muy precoces la actividad tumoral, ya sea por secrecion
aumentada o disminuida de ciertas proteinas, o por diferencias en el grado de
proteolisis, glucosilacién u otras modificaciones bioquimicas postraduccionales

que sufren las proteinas.

Si asi fuera, los cambios en el proteoma se producirian mucho antes del
inicio de los sintomas clinicos y existirian patrones de expresidon proteica
diferenciales entre mujeres sanas o con patologia benigna de mama vy
mujeres recién diagnosticadas de un carcinoma de mama. Ademas, la
deteccion de cambios de multiples proteinas aportard ventajas sobre la

deteccion de una Unica proteina para el diagndstico precoz del cancer.

Estos patrones en un futuro pueden representar nuevos biomarcadores
que, en complementariedad con las técnicas ya existentes, aumenten la
sensibilidad y la especificidad en el cribado, el diagndstico precoz y el

seguimiento del cancer de mama.
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3.-OBJETIVOS
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Los objetivos que se buscan en esta tesis son:

1)

2)

3)

4)

Estudiar patrones proteicos de mujeres sanas, de mujeres con
patologia mamaria benigna y de mujeres con carcinoma de mama
mediante técnicas de protedmica, para identificar un patréon proteico

atil en el diagnéstico precoz del cancer de mama.

Identificar en suero proteinas implicadas en el desarrollo del cancer de
mama, que puedan ser en un futuro, marcadores moleculares con valor

diagnéstico y pronéstico.

Establecer asociaciones entre patrones proteicos y otros parametros

como el estadio, la edad o la afectacidon ganglionar.

Evaluar posibles lineas futuras de actuacién y posibles aplicaciones
clinicas de los hallazgos, revisando la complementariedad de las
técnicas moleculares con las técnicas de imagen en el cribado y el

diagnéstico precoz del cancer de mama.
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4.-PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
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4.1-Pacientes

4.1.1-Universo poblacional

El universo poblacional de este estudio lo componen mujeres (sanas,
o con patologia benigna de mama), y mujeres recién diagnosticas de

carcinoma de mama en diferentes estadios.

Por nuestra parte, las mujeres seleccionadas provenian de la consulta
de cancer de mama del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de
Zaragoza (Espana), Hospital de la red publica que abarca el area III de
Salud del Servicio Aragonés de Salud (SALUD, de un total de V éareas). El
area III esta formada por el sector oeste de la ciudad de Zaragoza y la
parte oeste, noroeste y suroeste de su provincia, por lo tanto poblacién
rural (60,7%) y urbana (39,3%). Una vez seleccionadas las candidatas se
les explicaba el estudio, se firmaba el consentimiento informado y se

realizaba una historia clinica personal y familiar detallada.

En este estudio han participado otros centros colaboradores
aportando muestras de suero de las dareas de Vitoria (Hospital de
Txagorritxu), de Santander (Hospital Universitario Marqués de Valdecilla),
de San Sebastian (Instituto Oncoldgico de San Sebastian) y de Madrid

(Hospital Universitario San Carlos).
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4.1.2-Criterios de inclusidon y exclusion. Universo muestral

Sobre ese universo poblacional descrito se consideré como candidatos
al estudio a aquellas pacientes mayores de edad, recién diagnosticadas de
cancer de mama, que hubieran firmado el consentimiento informado para
la extraccién suero y que no hubieran sido tratadas anteriormente con
cirugia mamaria, quimioterapia ni hormonoterapia. O bien mujeres sanas o

con patologia benigna de la mama para el grupo control.

4.2-Material y métodos

4.2.1-Recogida y procesado de muestras de suero

De cada mujer seleccionada se recogian 5 mililitros de sangre
periférica en un tubo sin anticoagulante. Una vez extraida la sangre, se

seguian los siguientes pasos:

o Incubacién a 37° C durante 1 hora. A los pocos minutos se
pasaba alrededor del codgulo que se formaba la punta de una
Pasteur para evitar que se adhiriera a las paredes del tubo.

o Incubacién 10 minutos a 4° C para permitir una buena

compactacién del coagulo.
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o Decantacién del sobrenadante (suero) y centrifugarlo a 5000 xg
durante 5 minutos para eliminar las células que pudieran quedar.

o Se recogia de nuevo el sobrenadante y se conservaba en nevera
de -80° C.

o Cuando se acumulaban 5-6 muestras se hacia un envio en nieve
carbdnica al laboratorio de Proteomika S.L., situado en el parque

tecnolégico de Zamudio (Vizcaya)

4.2.2-Elaboracion de mapas proteicos mediante la técnica de

electroforesis bidimensional.

A partir de este punto, todo el procesamiento posterior fue elaborado

por los investigadores de Proteomika S.L.

Las proteinas contenidas en las muestras se separaron primero
mediante la técnica del enfoque isoeléctrico segin su punto isoeléctrico
(pI) en tiras de un rango de pH de 3 a 10. Seguidamente las proteinas
enfocadas se separaron en una segunda dimensidon segln su peso
molecular en maxigeles de poliacrilamida de 20 x 26 cm mediante
electroforesis convencional. El mapa proteico resultante se reveld
mediante su tincion con nitrato de plata, ofreciendo una imagen

caracteristica de puntos proteicos o spots.
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4.2.3-Andlisis bioinformatico de protedmica

Una vez separadas las proteinas, se seleccionaron e identificaron
aquellos spots con manifestaciones de expresion que pudieran ser
empleados como marcadores de valor diagndstico y/o prondstico. Los
geles tefidos con nitrato de plata se digitalizaron con un escaner usando el
software LabScan™ (Amersham). Las imagenes resultantes se analizaron
mediante el software Evolution (Nonlinear Dynamics). El analisis mediante
este software consistia en comparar los geles entre ellos para determinar
las manchas proteicas diferenciales. Mediante este software se cred un gel
de referencia a partir de los geles de cada grupo de muestras. El gel de
referencia se elaboré de manera que solamente mostraba manchas
proteicas presentes en toda la serie de muestras, asi como el volumen
medio de la mancha en el grupo de muestras. El proceso de anélisis

comparativo comprendia los siguientes pasos:

1. Deteccidon de las manchas presentes en cada gel.

2. Elaboracion de un gel de referencia a partir de la comparacion
entre los geles de cada estadio o grupo control.

3. Superposicidon y ajuste de los geles originales con respecto al gel
de referencia.

4. Emparejamiento de las manchas para determinar las que eran
diferenciales. Las diferencias podian ser de dos tipos:

ausente/presente o bien sobrexpresion/represion.
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4.2.4-1dentificacion de las manchas proteicas diferenciales mediante

espectrometria de masas en tandem.

Para ello las manchas de interés se escindieron de una de las réplicas
del gel realizadas y se sometieron a una digestion proteolitica con tripsina.
La mezcla peptidica resultante se analizd6 en un espectrometro de masas
en tandem (MALDI-TOF. En algun caso fue necesario utilizar Q-TOF para

identificar agrupaciones de aminoacidos y no sélo de péptidos).

La identificacion de la proteina se lograba comparando los datos
resultantes de la espectrometria de masas con una base de datos de los
pesos moleculares de fragmentos peptidicos cortados por tripsina tedricos

(base de datos MASCOTT para la identificacidon de proteinas).

4.2 .5-Analisis estadistico de los datos

Con los datos obtenidos se extrajeron conclusiones utilizando las
herramientas estadisticas apropiadas (Phoretixrw 2D Evolution software) y se
generaron agrupaciones informaticas de sueros en funcion de los perfiles
proteicos (correlacion de Pearson), estableciendo las diferencias entre

grupos mediante el test de t-student (p < de 0,05).
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4.2.6- Revision bibliografica y comparacion de los datos

Se ha realizado una exhaustiva busqueda bibliografica en los
principales buscadores médicos (Medline, Pubmed, UptoDate) para definir
y describir el estado actual del cribado y diagndstico precoz del cancer de
mama y el estado de las investigaciones en nuevos biomarcadores. Con
ello se ha cotejado nuestro trabajo para extraer conclusiones, tanto en lo
que se refiere a limitaciones y como las novedades, posibilidades y puntos

de avance.
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5.-RESULTADOS
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5.1-Primera Fase: Ildentificaciobn de patrones

proteicos diferenciales

En esta primera fase se analizaron muestras de suero de 114 mujeres
con el objetivo de determinar patrones proteicos diferenciales de mujeres con

cancer de mama frente a mujeres sanas.

5.1.1-Caracteristicas de las pacientes

De las 114 mujeres, 72 acababan de ser diagnosticadas de cancer de
mama en diferentes estadios, pero todavia no habian llevado ningun tipo de
tratamiento oncoldgico (ni cirugia, ni radioterapia, ni quimioterapia, ni
hormonoterapia). Del resto de las 42 mujeres control, 19 presentaban o
habian presentado patologia mamaria benigna (fibroadenomas 6, hiperplasia
3, adenosis 2, fibrosis 2 e infiltracion adiposa 6) y las otras 23 no presentaban

ningun tipo de patologia mamaria.

Las caracteristicas de las pacientes quedan reflejadas en la tabla 6:
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GRUPO CANCER

DATOS CLINICOS CONTROL DE MAMA

n=42 n=72
Edad 43 £ 14 57 £ 15
Menopausia (+) 8 (29%) 39 (59%)
Tipo de Histologia
CDI - 51
CLI - 10
Otras - 11
Estadio del tumor
0 4 (5%)
I - 25 (35%)
I1 - 21 (29%)
I11 - 16 (6%)
v - 6 (8%)
Ki 67
1 - 22 (43%)
2 - 13 (25%)
- 16 (31%)
HER-2
0 - 27 (45%)
1 - 13 (22%)
2 - 3 (5%)
3 - 17 (28%)
p53 (+) - 19 (36%)
ER (+) - 45 (70%)
PR (+) - 40 (63%)

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas de las 114 mujeres

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado - Pagina 98



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

5.1.2-Analisis por agrupamiento

Las muestras de cada mujer eran sometidas a un proceso, descrito en
el capitulo de material y métodos, para eliminar del suero los restos celulares
gue pudieran quedar, asi como las proteinas mayoritarias cuya presencia
distorsionaria los resultados y enmascararia la existencia de proteinas
minoritarias objeto de nuestra busqueda. Tras este procesamiento previo, las
muestras de cada mujer fueron sometidas a técnicas de electroforesis
bidimensional en geles 2D para la separacion de las proteinas y obtener un
mapa proteico por cada paciente, similar al de la figura 8. Cada punto negro,
se denomina spot, y corresponde a una proteina diferente, que se ha
separado en funcidon de su punto isoeléctrico (pH, eje de abcisas) y en funcién

de su peso molecular (SDS-PAGE, eje de ordenadas).

Isoelectoenfoque pH

nowm

m@>»7T

p
. .- M
a

Figura 8. Gel 2D. Separacidon de las proteinas en funcion de su punto isoeléctrico
(pH, eje de abcisas) y en funcion de su peso molecular (SDS-PAGE, eje de
ordenadas).
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Cada uno de estos geles fue posteriormente digitalizado y editado
(figuras 10 y 11), cuantificdAndose el volumen de expresidon de cada spot en
funcion de parametros determinables por el software, como superficie y la
intensidad de captacion. Una vez digitalizados, se procede a la normalizacién
(figura 12), obteniéndose un mapa de referencia normalizado con el total de
los volumenes de expresién de los spots de todas las muestras y de los
diferentes subgrupos. Con esto, se buscaron diferencias entre los diversos
grupos de muestras para conseguir patrones diferenciales de sobreexpresion

o represion de determinados spots (proteinas).

P Image Window : b-3_r (1:3.62)

Figura 10. Digitalizacion de los spots mediante escaner usando el software
LabScan™ (Amersham).
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Figura 11. Edicién y cuantificacién de los spots.

Figura 12. Normalizacion, para obtener un mapa de referencia.
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Se realizaron diversas comparaciones informaticas en funcion de la
expresion cuantificada de los diversos spots (clustering) (figuras 13 y 14). Los
datos del grupo de las 72 mujeres con el diagndstico con cancer de mama
fueron comparados con los de las 42 mujeres control, para establecer
diferencias de expresion proteica. Se compararon los mapas de referencia
normalizados con cada uno de los diferentes grupos. Asi, se realizaron
comparaciones entre los controles y los pacientes subagrupados en funcion de

su tipo histolégico (CDI, CLI), de su estadio (I-IV) y la afectacidn ganglionar
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Figura 13. Ejemplo de las diferencias de expresion de un spot en los geles.
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carcinomas Nno carcinomas

Figura 14. Ejemplo de la distribucion de spot, el 1997.

Finalmente se encontraron diferencias de expresion estadisticamente
significativas en un total de 43 spots. Las diferencias entre cada uno de los
grupos y el grupo control fueron analizadas aplicando el test t Student (p <
0.05). La tabla 7 recoge los 43 spots con expresion diferencial (vertical) como
resultado de todas estas comparaciones de cada subgrupo (horizontal) con
respecto al grupo control. El + que aparece en verde significa que ese
subgrupo (columna) presentaba diferencias estadisticamente significativas con

respecto al grupo control para un spot determinado (fila).
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Todos los
carcinomas

AFECTACION

HISTOLOGIA ESTADIO TUMORAL GANGLIONAR
CDI + Estadio | Estadio | Estadio | Estadio | Estadio

cuy | ©br | ocu ) I " n v NO N+

n=72

n=61

n=51

n=10

n=25

n=21

n=16

n=6

44181

44101

44136

2357

2284

2368

44518

44534

2068

2309

2070

2275

3734

2842

44150

44204

2682

2717

44531

44203

2395

2415

44133

44141

3201

3958

4800

44073

2339

2793

3159

44084

2437

Tabla 7. Expresién diferencial de 43 spots entre mujeres con cancer de mama y

grupo control
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En las figuras 15 y 16 mostramos un ejemplo de las diferentes
comparaciones que se realizaron con el spot 3201 y en spot 2484, en donde
nsv corresponde al volumen normalizado de los spots, CTL es el grupo control
y CAR son todos los pacientes. Los subgrupos que muestran un asterisco son
aquellos en los que se encontraron diferencias estadisticamente significativas

mediante el test de t Student cuando se compararon con el grupo control.

.
Spot 3201 # w
nsv
(e e e E e e e e e e e e *L &

0,09 1
0,08 4
0,07 4
0,06 1
0,05 1
0,04 1
0,03 4
002 4
0,01
0,00 +

L CAR  IDC ILc o] 1 II III v NO Mx

Type Stage Lymph nodes

Fiaura 15. Expresion (sobreexpresion) diferencial del spot 3201.

Spot 2484

Type Stage Lymph nodes

Figura 16. Expresion (represion) diferencial del spot 2484,
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En el spot 3201 podemos ver como los subgrupos que difieren de
manera estadisticamente significativa con el grupo control, lo hacen por
sobreexpresion de una proteina diferencial, mientras que en spot 2484 la
diferencia la aporta la represidon o regresidon proteica. Este tipo de analisis se

llevd a cabo con cada uno de los spots identificados en el gel 2D.

5.1.3-1dentificacion de los spots

Una vez identificados estos spots diferenciales que podrian
corresponder a proteinas candidatas para nuestro estudio, se escindieron del
gel, se digirieron con tripsina separandose en numerosos péptidos, y se
analizaron mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF) (figura 17). Las
huellas peptidicas de cada proteina originada en el espectrémetro fueron
cotejadas en la base de datos MASCOTT para la identificacion de proteinas. En
algunos casos no fue posible su identificacion de la proteina mediante la
huella peptidico, teniendo que recurrir al anadlisis de la secuencia de
aminoacidos de cada péptido mediante espectrometria de masas en tandem

(MS/MS. Q-TOF).
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Figura 17. Espectro peptidico de una proteina por espectrometria de masas

Finalmente de los 43 spots diferenciales, se seleccionaron los 6 con mas
fuerza estadistica de cara a validar los resultados en una poblacién mas

amplia y desarrollar un chip con anticuerpos frente a esas proteinas.
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5.2-Segunda Fase: Validacion de los resultados

5.2.1-Validaciéon de anticuerpos frente a proteinas diferenciales

Para esta fase, la empresa Proteomika S.L. validd 9 anticuerpos frente
a las seis proteinas que se querian validar como posibles biomarcadores vy
frente a 3 proteinas control mediante técnica de western blotting 1D y 2D.
Estas tres proteinas control eran el antigeno tumoral CA 15.3, un anticuerpo
para la deteccidon de un punto control de cada a la posterior normalizacion de
los datos obtenidos, y una proteina como control positivo. Con estos
anticuerpos disefiaron un proteichip que se utilizé para comparar las muestras

de suero de esta segunda fase.

5.2.2-Caracteristicas de las pacientes

En esta segunda fase se obtuvieron muestras de 200 mujeres, 125 de
pacientes con recién diagnosticadas de cancer de mama en diversos estadios,
que todavia no habian recibido ningun tipo de tratamiento oncoldgico, y 75
muestras de mujeres control sin patologia mamaria. Las caracteristicas de las

pacientes quedan reflejadas en la tabla 8:
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GRUPO CANCER DE
DATOS CLINICOS CONTROL MAMA
n=75 n=125
Edad 43 + 14 55 + 14
Menopausia (+) 37 (72%) 64 (58%)
Histologia
CDI - 99
CLI - 7
Otras - 18
Estadio del tumor
0 53 (43%)
I - 36 (29%)
II - 21 (29%)
II1 - 20 (16%)
v - 5 (4%)
Ki67
1 - 32 (45%)
2 - 21 (30%)
3 - 18 (25%)
HER-2
0 - 41 (48%)
1 - 17 (20%)
2 - 6 (7%)
3 - 21 (25%)
p53 (+) - 25 (34%)
ER (+) - 81 (76%)
PR (+) - 74 (70%)

Tabla 8. Caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas de las 200 mujeres

5.2.3-Proteinchip

Se desarrolld6 un proteinchip usando tecnologia Microgrid II 610
Biorobotics que incluia 16 paneles para el estudio simultdneo de 16 muestras
diferentes de suero. Cada panel consta de 324 pocillos, separados en 9

grupos (que corresponden a los 9 anticuerpos) de 36 pocillos cada uno (P1-
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P9). De esos 36 pocillos de cada grupo, 32 son 8 réplicas a 4 concentraciones
diferentes, 2 son puntos de control negativo y otros dos puntos en blanco

(figura 18 y 19).
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Figura 18. Imagen en detalle de un pocillo: scanning a 560 nm
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324 pocillos:

- 6 biomarcadores (P2, P4, P5, P6, P7,
P8).

- Ca 15.3 (P3)

- Un punto control para la normalizacion
(P1)

- Un control positivo (P9)

- 4 concentraciones x 8 réplicas
- 18 puntos de control negativo

- 18 puntos en blanco

Este chip, que contiene los anticuerpos a diferentes concentraciones
frente a las proteinas diana, fue puesto en contacto con los 200 sueros
muestra (75 controles y 125 pacientes) e incubado con anticuerpos marcados
con inmunofluorescencia (biotina-estreptavidina-Cy3) (figura 20).
Posteriormente los paneles del chip fueron escaneados y la fluorescencia que
emitia fue cuantificada y normalizada utilizando el punto control para la

normalizacién (P1).

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado - Pagina 111



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

Figura 19. Estructura del proteinchip, con los 16 paneles.

*

A strep-Cy3

Figura 20. Esquema de trabajo en el array.
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Los niveles de emision de los biomarcadores del suero de las 125
pacientes recién diagnosticadas de cancer de mama sin haber recibido en el
momento de la extraccion ningun tipo de tratamiento oncoldégico fueron
comparados con los niveles de emisidon del suero de las 75 mujeres sanas

(figura 21).

NFS

2,91 O control group
2 B patients

M1 M2 CAIB-3 W4 M5 Mé M7

Figura 21. En el eje de ordenadas NFS (Normalizad Fluorescent Signal).

Con los resultados normalizados de todas las muestras junto con datos
clinicos como la edad y el estado pre o postmenopausico, se realizd un
analisis multivariable para generar modelos predictivos (algoritmos) vy

determinar la sensibilidad y la especificidad del proteinchip.

Con los datos de la comparacion de 5 de las proteinas y del estado
menopausico se elabord finalmente un modelo predictivo que obtenia una

sensibilidad del 95% y una especificidad del 27% para detectar pacientes
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recién diagnosticadas de cancer de mama (tabla 9). La proteina CA 15.3 y la

proteina P7 fueron excluidas por su baja significacidén estadistica.

VARIABLES CHIP SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
PROTEICO P IC (95%) 95 % 27 %

Estado Menopausico  0.077 0,928-4,2

M1 0.482 0,211-27,17
M2 0.02 0,048-0,769
M4 0.022 1,141-5,615
M5 0.144 0,356-1183,5
M6 0.443 0,239-26,51

Tabla 9. Modelo predictivo con 5 proteinas y el estado menopausico.
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6.-DISCUSION
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A pesar de que la labor de los oncdélogos médicos parezca muchas veces
quedar reducida al tratamiento y posterior seguimiento del cancer, la
prevencion y el diagndstico precoz son objetivos principales para la oncologia.
Y para ello son cada vez mas importantes los conocimientos de biologia
molecular y el contacto con la investigacidén basica, ya que éste parece ser el
camino por el que se resuelvan muchas cuestiones que la medicina tiene hoy

pendientes.

6.1- Se confirma la hipotesis

La hipotesis de la que partiamos, de que el proteoma del suero refleja
desde estadios muy precoces la actividad tumoral (por secrecién aumentada o
disminuida de ciertas proteinas o por diferencias en el grado de proteolisis,
glicosilacién u otras modificaciones quimicas que sufren las proteinas) queda

confirmada en este trabajo.

En el grupo de mujeres recién diagnosticadas de carcinoma in situ
(estadio 0) se detectaron al menos 9 spots diferenciales con respecto al grupo
control con significacién estadistica (p< 0,05). En el grupo de pacientes de
estadio I el nUmero de spots fue de 11. Si agrupamos los pacientes que no
tenian afectacidén axilar y los comparabamos con el grupo control, el nUmero
de spots diferenciales era de 10. Estos datos confirman la idea de Ia
existencia de un patron proteico diferencial en el suero de las mujeres con

cancer de mama en estadios muy incipientes.
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Esto concuerda con los estudios mas amplios publicados al respecto,
como el de Vlahou'®® en el que analizando el suero pre-biopsia de 45 mujeres
con lesiones sospechosas de malignidad y que luego se confirmaron como
carcinoma, con 47 sueros de mujeres pre-biosia con lesiones benighas de la
mama, detectaron un perfil diferencial con espectrometria (sin llegar a
conocer la funcion ni la identidad de las proteinas), que con una sensibilidad
del 78% y una especificidad del 83% discriminaba patologia benigna de
maligna. De manera similar, como hemos visto, sucede con el grupo de Li 1?4,
en el que el analisis del suero de 61 mujeres con cancer de mama (32 de ellas
estadio 0), mediante elecroforesis 1D y espectrometria en tandem,

identificaba 2 biomarcadores con potencial diferencial con respecto a mujeres

sanas o con patologia benigna de la mama.

Los estudios citados anteriormente y la mayoria de los estudios
publicados al respecto en otras neoplasias y presentados en el capitulo 3 de
la introduccién (incluidos los estudios mas avanzados como los de ovario, vy
sobre los que se han construido los primeros kits comerciales de diagndstico
precoz, el Ovacheck®) ® presentan una limitacién importante: se basan en la
generacion de espectros de masas de proteinas, que no han sido sometidas a
procesos de separaciéon exhaustivos, del suero de individuos control y de
enfermos (gel 2D). El diagndstico se centra en unos picos de un espectro que
representan péptidos de una determinada relacién masa/carga pero que no

han sido asignados a ninguna proteina en concreto. Una vez obtenidos estos

datos, se crea un algoritmo de clasificacion a partir de las decenas,
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centenares o miles de picos que se obtienen de la espectrometria, mediante el

uso de diferentes aproximaciones bioestadisticas y bioinformaticas.

El algoritmo se construye a partir de las diferencias entre individuos
control y enfermos de la intensidad de los picos (representativa de la
abundancia de un péptido) y su relacion masa/carga (representativa del
péptido), sin que en ese momento se sepa a qué péptido o proteina
corresponde un espectro determinado. Este algoritmo se aplica en una se-
gunda fase a individuos control y enfermos diferentes de los anteriores (grupo
de validacion) de forma ciega, y se calcula la sensibilidad y la especificidad

diagnésticas obtenidas.

Este hecho ha generado criticas por intentar basar el diagndstico en
proteinas de entidad desconocida o mas bien perfiles peptidicos. Es decir se
ven diferencias significativas, sin saber quien, como y porque las provoca, lo

que puede generar problemas de interpretacion, validacion y reproducibilidad.

Sin embargo, y visto desde otro punte de vista, esta estrategia
diagndstica puede considerarse como una herramienta de investigacion muy
atil por su rapidez y versatilidad. Y ademas, en teoria, a partir de esos datos
obtenidos se deberia poder identificar las proteinas que causan las diferencias

constatadas, aportando mucha mas rapidez al proceso de investigacion.

En nuestro estudio se ha usado la doble estrategia, mas costosa en

tiempo y recursos, pero probablemente mas fiable, de separar los spots
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mediante electroforesis bidimensional, y aplicar la espectrometria aun spot
concreto y no a una muestra de suero sin separar. Posteriormente se
seleccionan aquellos con mayor poder estadistico y se validan mediante chip
proteico, teniendo en todo momento un grupo de proteinas con expresion
diferencial y no Unicamente un perfil proteico. Esta estrategia es la que han
seguido otros grupos como el de Rui et al’*® para identificar dos proteinas
(Hsp27, y 14-3-3 sigma) como posibles biomarcadores, o el de Hudelist et

al’*” que encontrado 32 spots con potencial diferenciador.

En todos los casos parece confirmarse la existencia de patrones
proteicos diferenciales en el suero de pacientes con minima enfermedad.
Patrones proteicos que por tanto aparecen en muchos casos antes de que la
enfermedad manifieste sus primeros sintomas, por lo que se abre una via
interesantisima para llegar a conocer esos patrones y por tanto avanzar en el
diagndstico precoz y en el desarrollo de nuevos factores prondsticos y factores

predictivos de respuesta.

Aunque todos estos resultados son prometedores, y parece claro que en

estadios preclinicos el proteoma de los pacientes tiene elementos

diferenciadores, écomo llevar esto a la practica clinica?
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6.2 Valores y deficiencias del cribado y diagndstico

precoz del cancer de mama.

La prevencion secundaria, tendente al diagndstico precoz del cancer de
mama mediante campafas poblacionales de cribado en aquellas mujeres en
edad de riesgo de padecer cancer de mama, seguido de los nuevos
tratamientos médico y quirdrgicos de las lesiones detectadas, son, sin duda,
los responsables de gran parte de la disminucién de la mortalidad del cancer

de mama al que estamos asistiendo!®.

La finalidad de un programa de
cribado de cancer es detectar precozmente la enfermedad en su fase

asintomatica con el fin de disminuir su morbimortalidad

Como hemos visto en la introduccidon, en una serie de 100 mujeres no
seleccionadas, vistas en nuestras consultas de oncologia del Hospital San
Jorge de Huesca, el 57% de las mujeres se diagnosticd por manifestaciones
clinicas (40% nodulo, 7% retraccién de pezdén, 7% dolor y 3% telorrea o
inflamacion), de las cuales el 37% (16 mujeres) estaban en programa de
cribado con mamografia anual o bianual. El 43% restante se diagnédstico por
pruebas de imagen (42% mamografias, 1% RMN). El total de las mujeres que
estaban dentro de un programa de cribado era del 66%. El alto porcentaje de
mujeres que se diagnostican por autoexploracion en comparacién con otras
series’*®, es en parte, debido a que las mujeres recogidas en este estudio

pertenecen mayoritariamente a un area rural con tasas mayores de
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envejecimiento que la media nacional, y por tanto el porcentaje de poblacion

cubierta por las campafias de cribado es menor!®,

Es cierto que, al igual que hay un porcentaje de pacientes que se
benefician de las campafas de cribado (35% del total de mujeres, 63% si nos
cefiimos sdélo al grupo de mujeres en programa de cribado, segin nuestra
serie) con un porcentaje mayor de diagndsticos en estadio 0 o I, que las
mujeres fuera de los programas, existe un nada desdefiable porcentaje de
mujeres que a pesar de ser sometidas a pruebas de imagen anuales o
bianuales (37%), estas no resultan eficaces y se da un diagndstico de
intervalo. Esto puede ser debido bien, a fugas debido a la conocida
sensibilidad de la mamografia, o bien a que en el momento del cribado,
existiendo ya lesiones malignas o pre-malignas, estas sean de caracter
microscopico o de un volumen tan pequefio que las haga indetectables a las

pruebas de imagen.

La mamografia resulta mas eficaz para detectar tumores ocultos a
medida que la mujer envejece y el tejido mamario se va sustituyendo por
grasa. La densidad de la mamografia convencional influye mucho en el riesgo
de interpretacién de los falsos negativos y positivos'!. Asi mismo, la
sensibilidad estd también muy ligada a factores subjetivos, como la
experiencia del radidlogo que las interpreta, como demostré un estudio con

150 mamografias interpretadas por 10 radidlogos con diferente experiencia’*2.
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Las recomendaciones actuales mas extendidas para los programas de
cribado son la realizacién de mamografias a intervalos de uno a dos anos en
mujeres mayores de 40 afios con exploracion fisica anual. La mamografia se
indicara en periodos mas cortos en mujeres con sintomas mamarios, o en
mujeres con factores de riesgo identificables (antecedentes familiares,

alteraciones genéticas demostradas...)

Pero estas técnicas diagnosticas y de cribado presentan importantes

limitaciones:

a) La mayoria de los canceres de mama, a pesar de las campafas de

screening son detectadas por la propia paciente tras autoexploracion.

b) La mamografia tiene una sensibilidad en torno al 70-80%'* %4,
Usadas de forma conjunta, mamografia y exploracién fisica detectan
entre el 85 % y el 90% de los canceres comprobados mediante
biopsia, por lo que toda masa o ndédulo sospechoso debe ser

sometido a citologia/biopsia.

c) El uso de mamografias en el cribado de mujeres menores de 50 afios
tiene un beneficio muy pequefo, siendo casi nulo en las menores de
40 afios, por lo que algunos investigadores han dudado de su valor
en los programas sistematicos de cribado para este grupo de

poblacion.
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d) Presenta limitaciones importantes para todas aquellas lesiones que
no se acompanen de microcalcificaciones. Asi lo ha demostrado el
estudio con 939 pacientes recién diagnosticadas de cancer de mama,
y en las que en 30 mujeres (3,1%) la mamografia era incapaz de

detectar la existencia de una tumoracion contralateral %>

Respecto a la periodicidad, entre hacer el cribado anual o bianualmente,
un estudio realizado con 7840 mujeres en EEUU sometidas a mamografia de
screening entre 1996 y 2001 concluyé que sélo las pacientes del grupo de
edad entre 40 y 49 afios obtenian beneficio con la mamografia anual respecto
a la bianual. El beneficio consistia en detectar canceres en estadio mas
tempranos (28% vs 21%) en el grupo de cribado anual, lo cual en principio se
traduciria en un aumento de la supervivencia'®. En las mujeres mayores de

50 afios no habria diferencia.

Precisamente son las situaciones donde mas carencias tiene las
mamografia (edad joven, mamas densas...) las que presentan las mujeres con
mas riesgo de padecer cancer de mama. En esta poblacidon especialmente
sensible, por tratarse de gente joven y con gran componente de
incertidumbre generador de ansiedad, al ser familias con mas de un caso de
canceres de mama en familiares de primer o segundo grado, es donde la

mamografia pierde mucho su sensibilidad y especificidad.

Dos grandes trabajos con muestras cercanas al millar de mujeres de

alto riesgo coinciden al respecto. El grupo de Kriege'*® aporta una sensibilidad
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de la RMN para el diagnéstico precoz de cancer de mama en mujeres de alto
riesgo era de 79,5% mientras que la de la mamografia y la exploraciéon era
del 33% y 17,9 % respectivamente. La mamografia descendia al 14% si se
trataba de diagnosticar tumores menores de 1 cm.

De manera similar, el grupo de Warner'*’

con mujeres canadienses
BCRA1 o 2 + entre 25 y 65 afos describe una sensibilidad de la RMN para el
diagndstico precoz de cancer de mama de 77%, 36% para la mamografia,
33% para la ecografia y 9,1% para la exploracion. Sélo se alcanzaba

sensibilidades mayores al 90% combinando las cuatro modalidades

diagndsticas'®.

Por otra parte, en ambos estudios la especificidad de la RMN era menor
que la mamografia, en torno al 60%. (60). En cribado de poblacién general'*
la RMN presenta una sensibilidad del 88,1%, pero con una especificidad del
67,4%. Ademas presenta un elevado numero de falsos positivos. En este
estudio, de 492 casos en los que la RMN informaba como maligna, 136 no lo

eran, pero obliga a realizar biopsia a todas con el aumento del coste que eso

supone.

Esto hace que por el momento el papel de la RMN en el cribado quede
reducido al cribado de mujeres de alto riesgo hereditario de padecer cancer de
mama, como ha puesto de manifiesto la guia clinica de la Sociedad Americana

del afio 2007 ®*
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Todas estas limitaciones de las pruebas de imagen hacen surgir la
necesidad de otras técnicas, que las complementen y que puedan robustecer
el cribado y el diagndstico precoz. Aqui es donde tiene mucho que aportar el

estudio protedmico.

6.3-Sensibilidad y especificidad de nuestra serie.

Limitaciones

La sensibilidad y la especificidad del chip proteico seleccionado en esta
serie para identificar mujeres con cancer de mama recién diagnosticadas y sin
haber recibido tratamiento previo, frente a mujeres sanas (y que incluye 6
proteinas con patron de expresion diferencial) es del 95% vy 27%
respectivamente, como hemos expuesto en el apartado de resultados. A
continuacion mostramos la tabla comparativa de las sensibilidades vy
especificidades de diferentes trabajos y técnicas de cribado y diagndstico

precoz:
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SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

Mamografia anual+ exploracion 70-80% 85-90%
fisica en mujeres 2 50 afios 3% 14

Mamografia anual en mujeres de alto 33-36% 80%
riesgo 60,142,143

RMN en poblacién general *° 88 % 67%
RMN en mujeres de alto riesgo 77-79% 60%
60,142,143

Exploracion + mamografia + RMN + 85-95% 85-95%
ecografia '**

Protedmica en cancer de prostata %2 100% 95%
Protebmica en cancer de mama, 97% 97%
Vahlou et al '3

Protedmica en cancer de mama, Li et 81-95% 93%
al 124

Protebmica en cancer de mama del 95 9% 27%

presente trabajo **°

Tabla 10. Sensibilidad y especificidad de diversas pruebas de cribado

Los estudios con protedmica, aunque pequefos en numero, estan

generando gran expectacion y también fuerte discusion. A priori, estos

estudios estan mostrando una sensibilidad mayor que las pruebas de imagen

clasicas, como vemos en la tabla 10. En relaciéon a los estudios publicados

para cancer de mama con tecnologia protedmica, nuestro estudio presenta

una sensibilidad similar (en torno a 95%) pero sin embargo se obtuvo una

especificidad llamativamente mas baja (27%

)150
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Esto pone de manifiesto determinadas limitaciones de nuestro trabajo.

En primer lugar, en las muestras obtenidas (tanto en las mujeres de la
primera fase, como en las mujeres de la fase de validacion) no obtuvimos la
homogeneidad deseada en cuanto a balanceo de los grupos. La edad media
de las mujeres de los grupos control fue de 42 afios y medio, mientras que en
el grupo de pacientes fue de 56. Teniendo como referencia el estado
menopadusico, en los grupos controles lo eran el 29% vy el 37%

respectivamente, frente al 59 y 58% del grupo de las pacientes.

Por otra parte, en los analisis multivariables se han podio escapar otros
factores clinico-epidemiolégicos, como el de valorar aquellos subgrupos de
pacientes o controles con muy alto riesgo familiar de padecer cancer de
mama, o estratificar y comparar subgrupos en funcién de la forma de llegar al
diagndstico (diagndstico de intervalo, cribado, autoexploracion), lugar en que
realmente jugaria un papel fundamental estas técnica. O ser mas selectivos a
la hora de homogenizar las muestras en cuanto a factores prondsticos (a la
hora de buscar proteinas diferenciales para el diagndstico precoz, el 14% de
las pacientes tenian enfermedad localmente avanzada o metastdsica, lo cual
pudo introducir factores de confusién). Quedan por resolver ciertos temas,
como la reproducibilidad y el control de calidad tanto del instrumento como

del proceso.

Sin duda habra que optimizar las técnicas y mejorar la seleccién y las

estrategias de buUsqueda de patrones diferenciales, aspectos ambos
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primordiales en cualquier andlisis que pretenda extraer datos de utilidad

clinica.

6.4-Posibles usos: lineas de futuro

El estudio presentado parece indicar que el analisis protedmico del
suero mediante técnicas de protedmica (electroforesis bidimensional y
espectrometria de masas) es una potente herramienta de investigacion
dirigida a la identificacion de nuevos marcadores bioldgico, que quizd, en un
futuro, puedan aplicarse directamente al diagndstico clinico, a pesar de todas
las limitaciones enumeradas. Sin embargo, y antes de plantearse cualquier

aplicacion asistencial, deberdn completarse al menos 2 aspectos:

a) La realizacion de estudios mas completos que delimiten mejor el
grado de certidumbre (e incertidumbre) existente para cada una de las

aplicaciones propuestas.

b) La estandarizacién de la recogida de muestras y de la metodologia

empleada.

Dada la alta sensibilidad de estos estudios, parece especialmente que
pueden ofrecer un papel en el cribado, como complemento de las técnicas de
actualmente reconocidas (mamografia en poblacion general, y RMN en

mujeres de alto riesgo), especialmente en aquellas situaciones en las que
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estas prueban pierden eficiencia o sencillamente no son validas. Analisis de

este tipo se podrian emplear:

1)

2)

3)

4)

Complemento de la mamografia anual o bianual en las
mujeres > 50 afos edad, para aumentar la sensibilidad del
diagnéstico, de tal manera que en mujeres con mamografia
negativa y estudio protedémico positivo, se podria repetir la

mamografia en un plazo mas cercano o indicar otras pruebas.

Aplazar la mamografia (bianual o trianual) en mujeres de poco

riesgo y con estudios proteicos consecutivamente negativos.

Mujeres jovenes (menores de 40 afios), mamas densas, que
presentan criterios de alto riesgo, como complemento de la

RMN vy la ecografia.

Complemento de la RMN y de la mamografia en mujeres de

alto riesgo, con mutacion conocida o con importante

agregaciéon familiar pero sin mutacién conocida.

Tesis Doctoral de Rodrigo Lastra del Prado — Pagina 130



Estudio clinico de nuevos biomarcadores diagndsticos mediante técnicas de protedmica en pacientes con cancer de mama

7. CONCLUSIONES
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1)

2)

3)

4)

El carcinoma de mama es el cancer femenino mas frecuente
en el mundo, y una de las principales causas de muerte en las
mujeres con enormes repercusiones sociales, psicoldgicas,
culturales e incluso politico-econémicas. Es por eso, que
abordamos en este trabajo una aportacion en el campo del

diagnéstico precoz del cancer de mama.

Las limitaciones de las pruebas de imagen y los marcadores
clasicos hacen surgir la necesidad de otras técnicas, que las
complementen y que puedan robustecer el cribado y el
diagnéstico precoz. Aqui es donde tiene mucho que aportar el

estudio protedmico.

La protedmica supone abrir las puertas al conocimiento de las
proteinas a gran escala, la posibilidad de analizar de una
forma exhaustiva y simultdanea, cambios en un gran ndmero
de proteinas en el contexto de una enfermedad o de distintas
condiciones fisioldgicas. Es, por tanto, una prometedora
herramienta para abrir soluciones a cuestiones dificiles de la

investigacion clinica.

Parece confirmarse la existencia de patrones proteicos

diferenciales en el suero de pacientes con minima enfermedad
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5)

6)

(por secrecién aumentada o disminuida de ciertas proteinas o
por diferencias en el grado de proteolisis, glicosilacidon u otras
modificaciones quimicas o postraduccionales que sufren las
proteinas). Patrones proteicos que por tanto aparecen en
muchos casos antes de que la enfermedad manifieste sus
primeros sintomas, por lo que se abre una via interesantisima
para llegar a conocer esos patrones y por tanto avanzar en le

diagnéstico precoz.

La sensibilidad y la especificidad del chip proteico
seleccionado en esta serie para identificar mujeres con cancer
de mama recién diagnosticadas y sin haber recibido
tratamiento previo, frente a mujeres sanas es del 95% vy

27% respectivamente.

Probablemente en un futuro, puedan aplicarse estas técnicas
directamente al diagndstico clinico. Sin embargo, y antes de
plantearse cualquier aplicacién asistencial deberan superar
también importantes limitaciones, y deberan completarse al
menos 2 aspectos: a) la realizacidn de estudios mas
completos que delimiten mejor el grado de certidumbre (e
incertidumbre) existente para cada una de las aplicaciones
propuestas, y b) la estandarizacién de la recogida de

muestras y de la metodologia empleada.
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