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Sintesis

Los métodos para el diagnostico temprano de pacientes con cancer de mama en
Camaguey presentan precision diagnostica limitada. EI método del pirogalol-
salicilato pudiera ser una alternativa para este fin; sin embargo, la eficacia de este
altimo se desconoce, por tal motivo esta investigacion tuvo como objetivo evaluar
la eficacia del método pirogalol-salicilato para el diagnéstico temprano del cancer
de mama. Se realiz6 un estudio analitico basado en una investigacion de
evaluacion de tecnologias sanitarias, de enero de 2021 a diciembre de 2023 en
Camaguey. Se incluyé un total de 167 sujetos seleccionados por muestreo
aleatorio simple. Se empleé la citologia por aspiracion con aguja fina y el método
clinico como prueba de oro para la validacion diagnéstica del método. La
sensibilidad, especificidad y eficacia diagnéstica fueron altas. Se encontraron
diferencias significativas de la actividad enzimatica media entre los grupos de
sujetos diagnosticados de cancer de mama y no diagnosticados. Resulto
novedoso que, por primera vez en el pais se empled la enzima lactoperoxidasa
como biomarcador tumoral para el cancer de mama. Como contribucion a la teoria
se establecio la asociacion entre la actividad aumentada de la lactoperoxidasa
sérica y el diagnostico positivo del cancer de mama. Se aporté a la préactica el
meétodo pirogalol-salicilato validado y eficaz para el diagnostico temprano de

pacientes con cancer de mama.
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1. INTRODUCCION



1. Introduccion

1.1 Antecedentes

El cancer de mama (CM) es una enfermedad de origen multifactorial con una
importante carga genética que influye en el comportamiento de las células
malignas.™ ? Se caracteriza por la multiplicacién descontrolada de células
cancerigenas procedentes de los epitelios que tapizan los conductos y lobulillos de la
mama.? ® El crecimiento progresivo de la masa cancerigena produce un tumor que
comprime e infiltra tejidos vecinos y en ocasiones genera metastasis a tejidos
distantes.” *

La etiopatogenia del CM es compleja, no obstante se disponen de conocimientos
sobre factores de riesgo (FR), cuya presencia no implica la apariciéon de la afeccion
pero si la mayor posibilidad de desarrollarla.> ® Entre estos factores se destacan: la
edad, antecedentes familiares, primiparidad tardia, menarquia precoz, menopausia
tardia, lactancia materna nula, habito de fumar, sedentarismo, consumo de alcohol y
hormonas exdgenas que pueden contribuir al aumento de la incidencia de la
enfermedad.>’

El diagndéstico del CM se basa en el método clinico que incluye interrogatorio,
examen fisico (EF) y examenes complementarios, estos ultimos contribuyen a
confirmar el diagnéstico presuntivo. ®° El EF puede ser realizado por el médico vy el
paciente, en muchas ocasiones constituye la via mediante la cual se detectan por
primera vez las anormalidades en las mamas que hacen pensar en un proceso

maligno previo a la realizacién de la biopsia y las técnicas de imagen.*°



Entre los métodos complementarios se destacan las técnicas de imagen que
incluyen: la mamografia, la resonancia magnética, la tomografia axial
computarizada y la ecografia de mama que resultan muy utiles en el seguimiento
de los pacientes diagnosticados.'! Estas técnicas ademas se emplean como
apoyo a otros procedimientos diagnosticos como la biopsia de mama, la cual
puede ser guiada por ecografia o0 mamografia obteniéndose resultados mas
precisos. 't 12

No obstante, para establecer el diagnoéstico de certeza se requiere realizar la
biopsia. Entre los procedimientos mas empleados se destaca la citologia por
aspiraciéon con aguja fina (CAAF), aguja gruesa Y la incisional.** ** De ahi que,
resulta un procedimiento indispensable para la estatificacion de los tumores
mamarios e identificacion de  biomarcadores tisulares  mediante
inmunohistoquimica.

En relacion con el diagnéstico de CM, segin Palazén'® se disponen de
biomarcadores los que pueden ser tisulares o séricos, érgano-especificos y no
organo-especificos cuyas principales aplicaciones son diagnéstico positivo,
seguimiento y evaluacion del tratamiento. En la clinica se destaca el antigeno
carbohidrato 15-3 (CA 15-3, por sus siglas en inglés carbohydrate antigen) y
antigeno carcinoembrionario (CEA, sus siglas en inglés carcinoembryonic
antigen). Otras aplicaciones de los marcadores incluyen la clasificacién molecular

del CM donde se emplean biomarcadores como el receptor para estrogenos,

progestagenos y factor de crecimiento epidérmico. *°



En este sentido, a pesar de la disponibilidad de una gran variedad de biomarcadores,
la busqueda de nuevos procedimientos diagndsticos representa una prioridad para el
sistema de salud cubano.'’ En ese contexto la presente investigacién esta dirigida a
evaluar la eficacia del método del pirogalol-salicilato para el diagndstico temprano del
CM.

El método del pirogalol-salicilato tiene como antecedente directo el método de
Dupoy, que se emplea para determinar la calidad de la leche de vaca. Este ultimo
método, se basa en la determinacidén de la enzima lactoperoxidasa (LP) a través de
una reaccion enzimatica que utiliza como sustrato el guayacol y el peroxido de
hidrogeno. Como producto de la reaccidén se obtiene el tetraguayacol sustancia que
puede ser cuantificada mediante colorimetria.®

Asi mismo, una investigacion publicada en 1977 por Pruitt y Adamson en la revista
Infection and Immunity , demuestra que el pirogalol constituye un sustrato
metabolizable por la LP. Aunque el estudio se enmarca en saliva humana como
muestra o fuente de la enzima, indica la posibilidad de determinar la LP mediante
espectrofotometria. En este caso el pirogalol en presencia de la metaloenzima se
transforma en pirogalina producto coloreado que absorbe luz en el espectro de 503
nm de longitud de onda. *°

De modo similar, un estudio piloto llevado a cabo en el Centro de Inmunologia y
Productos Biologicos (CENIPBI) de Camaguey, pone en practica el método del
pirogalol-salicilato y determina la utlidad de ese procedimiento para la
identificacion de LP salival mediante espectrofotometria. A diferencia de los

meétodos precedentes el método del pirogalol-salicilato incorpora como reactivo el
3



salicilato, un inhibidor de la mieloperoxidasa, enzima que compite con la LP por
sustratos fendlicos (pirogalol y guayacol) segtn Brunet et al. %°

Sobre la linea de investigacion antes abordada, Brunet et al.,?* desarrollan otro
estudio en el Centro de Inmunologia y Productos Biolégicos de Camaguey en el
2023 donde evaluan el comportamiento de la enzima LP en suero sanguineo
humano. Estos autores registran la existencia de asociacion entre el diagnostico
histopatolégico de CM vy la actividad aumentada de la enzima LP sérica. Dentro de
este orden de ideas, la enzima LP tiocianato se produce por las células epiteliales
de las glandulas salivales y acinos mamarios en mamiferos incluido el humano, %2
estas células acinares, en ocasiones y por multiples factores se transforman en
malignas y originan cancer. 23

Las células cancerigenas una vez originadas en dependencia de su estado de
diferenciacion pueden comportarse con agresividad variable que se manifiesta por
la capacidad de infiltrar, invadir y destruir tejido sano circundante o a distancia
mediante la metastasis 2* por lo que, los niveles séricos de la enzima LP que se
determinan mediante el método del pirogalol-salicilato podrian emplearse como un
biomarcador soluble para el diagnostico temprano del CM. No obstante, la utilidad
clinica no ha sido comprobada para este fin, razon que justifica la investigacion

gue se desarrolla.

1.2 Justificacion del estudio

Entre las causas que motivaron la investigacion se destacan la alta tasa de
incidencia de la enfermedad en Cuba y en particular en Camagiiey; > ademas, se

estima en los préximos afios que, este indicador tendera al aumento. 2*?’ Por otro
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lado, la literatura cientifica indica que el diagndstico tardio del cancer se asocia a
pronésticos desfavorables de la enfermedad; por tanto, el desarrollo de un
procedimiento que contribuya al diagnéstico temprano impacta de manera
favorable sobre el indicador antes mencionado. 28

A pesar de que los procedimientos disponibles en el pais para el diagndstico
temprano son confiables, estos presentan limitaciones. El examen fisico de la mama
(inspeccion y palpacion) resulta poco eficiente ante tumores pequefios u aquellos
localizados en la profundidad de mamas densas donde son dificiles de detectar
mediante la palpacién. 2> *° La mamografia, si bien permite detectar lesiones de
pequefio tamafio la sensibilidad diagndstica se puede ver afectada en pacientes de
mamas densas. Como resultado la tasa de errores diagndsticos se incrementa y con
ello se pierde la oportunidad de establecer el diagnéstico oportuno. > 3°

En el caso de la ecografia de mama, la tomografia axial computarizada y la
resonancia magnética, son técnicas que no se pueden aplicar a grandes grupos
poblacionales para realizar pesquisas. Ademas, estas técnicas de imagen requieren
de personal especializado y equipos con cierta complejidad que limitan su empleo al
seguimiento de pacientes ya diagnosticados. 2° *°

En Cuba los biomarcadores séricos mas empleados en el manejo del CM incluyen el
CEA y CA 15-3, cuya ventaja es que pueden ser empleados para el seguimiento de
grandes grupos poblacionales. No obstante, presentan como principal desventaja la

baja sensibilidad diagnostica lo cual circunscribe su empleo al seguimiento de la

enfermedad metastasica o recaida. 3*



A consideraciéon del autor, la baja precision de estos biomarcadores se debe a
que son proteinas inespecificas de tejidos por lo que pueden alterarse las
concentraciones en procesos tumorales de la mama e incluso trastornos
inflamatorios a nivel de otros tejidos. Ademas, la determinacion se realiza por
método de enzimoinmunoanalisis de absorcion (ELISA, por sus siglas en inglés
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), es decir, se requiere de la interaccion
con un anticuerpo para que el biomarcador proteico pueda ser detectado de
manera indirecta, aspecto que incrementa la probabilidad del error diagndstico.

Se deben sefalar ademas de las limitaciones intrinsecas de los biomarcadores
séricos, las limitaciones atribuidas a las restricciones comerciales a las cuales es
sometida Cuba por el embargo econémico.®® Esta situacién trae como
consecuencia la escasa accesibilidad a biomarcadores mas precisos lo que sin
duda impacta de forma negativa en el manejo de la enfermedad.® Por esta razén
la busqueda de métodos efectivos para el diagnéstico temprano del CM
representa una prioridad para el Sistema Nacional de Salud.

1.3 Problema de Investigacion

Problema cientifico: ¢Resulta eficaz el método del pirogalol-salicilato para el
diagnéstico temprano de pacientes con CM en Camaguey?

Problema practico: carencia de métodos basados en biomarcadores tumorales
para el diagndstico temprano de pacientes con CM en la provincia Camaguey
Objeto de estudio: proceso de evaluacion de la eficacia clinica de métodos
basados en biomarcadores tumorales para el diagnéstico temprano de pacientes

con CM.



Campo de accion: método del pirogalol-salicilato basado en el biomarcador LP

sérica.

1.4 Objetivo general

Evaluar la eficacia del método pirogalol-salicilato para el diagndstico temprano del
CM en pacientes atendidos en Consulta Regional de Casos Nuevos de Mama en
Camagtey.

1.4.1 Objetivos especificos

= Validar el desempefio analitico del método pirogalol-salicilato.

= Validar el desempefio clinico del método pirogalol-salicilato.

1.5 Hipétesis de la investigacion

El método pirogalol-salicilato resulta eficaz para el diagnostico temprano de
pacientes con CM.

1.6 Novedad cientifica

Resulta novedoso que, el método pirogalol-salicilato, a diferencia del precedente
contiene el reactivo salicilato, molécula con actividad inhibitoria sobre la
mieloperoxidasa sérica, lo cual incrementa su precision.

Por primera vez en Cuba se emplea el biomarcador LP, mediante el método
pirogalol-salicilato para el diagnostico temprano de pacientes con CM.

Aporte tedrico

Este estudio aporta por primera vez la existencia de asociacion entre las variables:

diagnéstico positivo de CM y el aumento de la actividad de la enzima LP sérica.



Sobre la base de este conocimiento tedrico los niveles séricos de la LP fueron

empleados como biomarcador para el CM con utilidad clinica.

Aporte practico

La investigacion aporta un biomarcador sérico para el diagnéstico temprano de
pacientes con CM basado en un método enzimatico estandarizado y validado, asi
como una base de datos, capaz de generar valores de actividad enzimatica, lo
cual reduce el error humano y tiempo de trabajo.

1.7 Disefio metodoldgico de la investigacion

Se realiz6 un estudio analitico basado en una investigacion de evaluacion de
tecnologias sanitarias en el CENIPBI, en colaboracion con el Hospital Provincial
Oncolégico Maria Curie de la provincia Camaguey en el periodo de enero de 2021
a diciembre de 2023.Se incluyeron sujetos aparentemente sanos y pacientes con
diagnéstico de CM.

En el primer capitulo se realizé la validacion del desempefio analitico del método
pirogalol-salicilato, para ello se aplicaron procedimientos de la estadistica
descriptiva e inferencial. Se llevd a cabo un estudio experimental de medios
diagnésticos.

En el segundo capitulo se realiz6 la validacién del desemperio clinico del método
pirogalol-salicilato para lo cual se empled la estadistica descriptiva e inferencial
.Se efectud un estudio analitico y de corte transversal de medios diagnésticos.
Durante el estudio para la validacion del desempefio analitico se trabajo con el

manual de buenas practicas para laboratorio de control de medicamento del
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Centro para el Control Estatal de Medicamentos (CECMED).** De modo similar,
para la validacion del desempefio clinico se utilizd la norma cubana ISO
20916:2023 (Dispositivos médicos para diagnéstico in vitro — estudios de
desemperio clinico con muestras de seres humanos — buenas practicas de estudio

(ISO 20916: 2019, documentos).**

En el desarrollo de esta investigacibn se mantuvo como premisa respetar los
principios bioéticos y normativas de la Declaracion de Helsinki % que van
implicitos en los estudios de este tipo y los resultados de la misma fueron
utilizados solo con fines investigativos. Los investigadores velaron por la calidad
de los resultados mediante el cumplimiento de los procedimientos normalizados

para cada una de las determinaciones.

1.8 Beneficios esperados

Un método basado en un biomarcador sérico para el diagnéstico temprano del CM

gue contribuya a la soberania tecnolégica.

1.9 Limites del alcance de la investigacion

El método del pirogalol-salicilato basado en la determinacién de LP sérica, al igual

gue otros biomarcadores séricos disponibles en la actualidad son considerados no

organo-especificos, por lo que sus niveles séricos podrian encontrarse alterados en

algunas condiciones patolégicas como: la mastitis, traumatismos y tumores benignos

de las mamas donde se encuentren comprometidos epitelios tisulares productores de

LP; lo cual determina un porcentaje de falsos positivos y negativos que atentan

contra la precision diagndstica de la prueba.
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2. DESARROLLO



2. Desarrollo
2.1 Fundamentacion tedrica
2.1.1 Valoracién del contexto local, nacional y mundial

El cancer constituye un problema de salud en Cuba. En 2021 segun el anuario
estadistico de salud en el pais tuvieron lugar 26 791 defunciones por esta causa,
para una tasa de 239 por cada 100 000 habitantes. En el caso del CM se
produjeron 1 904 defunciones que representan una tasa de 33,8 por cada 100 000
habitantes. Camagtiey aporté 1 851 defunciones por concepto de enfermedades
proliferativas.>” Dentro de este marco, Rivera et al.,® resaltan que el CM
representa la segunda causa de mortalidad en las féminas en todo el pais incluida

la provincia Camaguey.

La incidencia en la provincia agramontina se mantiene alta, entre 200 y 300
personas son intervenidas mediante cirugia cada afio por CM. Solo en el afio 2020
acudieron a la Consulta Regional de Casos Nuevos de Mama mas de 7 800
pacientes, de ellas requirieron intervencion quirdrgica unas 347 pacientes y el 83

% fueron positivas. >°
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Las cifras abordadas con anterioridad sugieren que el CM es una enfermedad que
afecta en mayor medida a la poblacion femenina de la provincia y que la muerte se
presenta con frecuencia cuando el tratamiento no es el adecuado. Por tanto, el

diagndstico oportuno es indispensable en la reduccion de mortalidad.

Ojeda et al., *? corroboran que tanto en la provincia Camagiiey como en el resto
del pais el diagnéstico y seguimiento del CM se realiza apoyandose en técnicas de
imagen y la biopsia. Ademas, estan disponibles biomarcadores tumorales como la
mucina CA 15-3, receptores de estrogenos y progestagenos (RE y RP) también

estan disponibles.

En consonancia con lo expuesto, Torres et al., *° advierten que el diagnéstico
temprano de la enfermedad garantiza el tratamiento oportuno y en consecuencia
reduce la probabilidad de muerte por esta causa. Sin embargo, este paso en el
manejo integral de los pacientes no siempre se logra por multiples factores que

incluyen el desconocimiento.

De acuerdo con Oliveira et al.,

existen otros factores que atentan contra el
diagnéstico precoz del CM. Estos incluyen el miedo y angustia que experimentan
los sujetos ante la posibilidad de ser diagnosticados como enfermos, lo cual limita

su asistencia a las instituciones de salud especializadas.

Desde otra perspectiva, Leiva et al., 16 enfocan la atencién hacia la carencia de
biomarcadores séricos, indispensables para las pesquisas poblacionales de CM

en la Atencién Primaria de Salud (APS). La escasez de esos reactivos conlleva a
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intervalos de tiempo donde la vigilancia de la enfermedad se limita y en

consecuencia incrementa el riesgo de empeoramiento clinico del paciente.

En la presente indagacion se constata que el diagnéstico oportuno del CM
constituye una prioridad para el Servicio de Mastologia, a pesar de los esfuerzos
gue se realizan para implementarlo y mantenerlo, el autoexamen de mamas y la
mamografia de deteccién aun son insuficientes basado en la tasa de mortalidad
gue muestra la provincia. Por tanto, el autor considera que se debe fomentar el

desarrollo de métodos diagndsticos complementarios eficaces para este fin.

En Cuba durante las ultimas décadas se diagnostican cerca de 2 000 nuevos
casos de CM cada afo. La tasa de incidencia es de 34 casos por cada 100 000
mujeres. Mientras que la mortalidad ronda en los 1 100 casos por afio. Estos
indicadores, son muestras de la necesidad de fomentar el desarrollo de métodos
novedosos que contribuyan y auxilien el Programa de Control del Cancer Mamario
(PCCM) implementado en Cuba desde 1987 pues en mas del 70 % de las féminas
el diagnéstico se realiza en periodos tardios (estadios avanzados). “* Cabe la
consideracion por otra parte, que el PCCM da acceso a un numero importante de
pruebas diagnésticas que contribuyen al seguimiento y tratamiento de la
enfermedad. No obstante, las pruebas gendémicas y ciertos biomarcadores
tumorales especificos, que tienen mayor valor para el diagnostico temprano del
CM presentan disponibilidad insuficiente seguin apreciaciones de Garcia et al. ** A
consideracién del Ministerio de Salud Publica ** un aspecto determinante en la

accesibilidad a estos reactivos son las limitaciones del bloqueo a Cuba impuesto

12



por los Estados Unidos de América, que dificulta el acceso del gobierno cubano a

estos recursos.

La presente experiencia apunta a que, el desarrollo de métodos diagnosticos
eficaces para el CM debe ser considerado una prioridad no solo territorial sino
también estatal para mejorar los indicadores de salud como nacion. Esta
perspectiva a criterio del investigador contribuiria a la soberania tecnolégica y a
brindar un mejor servicio sanitario a la poblacién cubana afectada con este tipo de

cancer.

Puerta ** informa que, el CM constituye la neoplasia maligna mas frecuente en el
mundo con un total de 2,2 millones de pacientes diagnosticados el afio 2020, lo
gue representa la principal causa de muerte en la mujer, por esta causa. Respecto
a la supervivencia luego de los cinco afios, en paises como India y Sudafrica es
del 66 - 40 %, en este orden, mientras que en los paises del primer mundo puede

superar el 90 % segln indagaciones de Paredes. *°

Osorio et al., *’ consideran que la estadistica futuristica no es alentadora pues la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé que una de cada 12 mujeres
padecerd de CM en algin momento de su vida. Ademas, afladen que, debido al
excesivo crecimiento de la poblacidon mundial y la exposicion a mas factores de

riesgos la mortalidad por esta neoplasia maligna se acrecentara en un 45 %.

A propésito, Archaga “® apunta que en paises europeos como Espafia el riesgo de
padecer cancer a lo largo de la vida es de uno por cada ocho mujeres y constituye

13



la principal causa de muerte en las mujeres de este pais. Por otro lado, se registra
un aumento en el numero de casos diagnosticados atribuido al tabaquismo,
envejecimiento poblacional, exposicion a factores de riesgo y a la mejora de la

tecnologia de diagnéstico precoz. *

En sintonia con este tema, la region de las Américas en 2020 registré una
incidencia que supero6 los 210 000 nuevos diagnoésticos de CM vy fallecieron unos
68 000 pacientes. América Latina (AL) y el Caribe aportaron la cuarta parte de los
nuevos casos que se reportaron a nivel mundial. América del Norte present6é una
proporcion inferior de mujeres enfermas menores de 50 afios, que la regién de AL

(19 % y 32 %) en correspondencia. *°

Resulta necesario sefalar que, el prondstico de los pacientes después del
diagnéstico de CM muestra mejoras drasticas en los paises de altos ingresos, los
cuales figuran una disminuciéon del 40 % en mortalidad por CM (estandarizada por
edad) entre 1980 y 2020, tras la introduccion de programas de deteccion temprana

y protocolos de tratamiento estandarizados. *°

El investigador opina que los mejores resultados mostrados por los paises del
primer mundo respecto al control de la enfermedad evidencian que el diagndstico
temprano y el tratamiento oportuno constituyen la clave para el impacto positivo
sobre la mortalidad por CM. En relacién con lo tratado se hace evidente que el

desarrollo de métodos diagndsticos constituye una tarea prioritaria a nivel mundial.
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Respecto a la disponibilidad de métodos diagndsticos, en el mundo estan al
alcance para el diagnostico y seguimiento del CM pruebas de imagenes, biopsias,
biomarcadores tumorales. Entre estos ultimos la proteina de choque térmico 27
(Hsp27,por sus siglas en inglés Heat shock proteins), receptores para estrogenos
(RcE, por sus siglas en inglés strogen receptors), biomarcadores de proliferacion,
ligando de muerte programada-1 (PD-L1 por sus siglas en inglés programmed
death ligands), factores de crecimiento y hormonas segun indagaciones de Suero
et al.®® Del mismo modo Rodriguez et al., ** sefialan pruebas genémicas como:
MammaPrint y la prueba Oncotype DX, con la probabilidad de predecir el riesgo de

recurrencia de la enfermedad dentro de un rango de 10 afios.

Sin embargo, a pesar del desarrollo de la biologia molecular en la obtencién de
cada vez mas y mejoradas pruebas diagndsticas para CM, el numero de
biomarcadores tumorales séricos de diagndstico temprano es aun bajo. Por tanto,
esta es una brecha en la que hay que profundizar para el desarrollo de
biomarcadores que permiten realizar estudios en poblaciones de riesgo

(pesquisas) que tributen al diagndstico precoz o por lo menos temprano del CM.

2.1.2 Fundamentos tedricos que sustentan el empleo de biomarcadores para

el diagnéstico temprano de pacientes con CM.

Considera Alvares *? que el proceso diagnéstico requiere el empleo de técnicas e

instrumentos que se encuentren validados desde la ciencia. Este proceso tiene
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como finalidad reducir la incertidumbre en torno al estado de salud de un individuo

desde el inicio del estudio a limites aceptables al final de este.>

Jain %*

asume que un biomarcador tumoral sérico es una sustancia cuya
presencia en sangre se modifica (incrementa o desciende) en relacién con la
presencia de una neoplasia maligna en el organismo. Asi pues, una vez validado

un biomarcador este se convierte en predictor estadistico de: presencia de

enfermedad futura, enfermedad actual o en biomarcador pronéstico. >*

Diamandis *° opina que existen biomarcadores tumorales con varias aplicaciones

e incluyen:

v Diagnéstico precoz.
v Diagnéstico.

v Prondstico.

v Monitorizacion.

A consideracion del autor, el empleo de biomarcadores séricos tumorales resulta
conveniente en las estrategias de diagnéstico temprano del CM, sin embargo,
estos deben ser validados de manera eficiente para garantizar un diagnostico
preciso. Se debe tener en cuenta que el empleo de biomarcadores ineficientes
puede conllevar a diagnosticos incorrectos y por ende a tratamientos innecesarios

gque pueden generar dafios a los pacientes.

En relacién con lo antes abordado, los objetivos que persiguen los biomarcadores

tumorales pueden ser diferentes en dependencia del enfoque clinico. Si, por
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ejemplo, lo que se evalla es la eficacia de un biomarcador para el diagndéstico
temprano, el valor predictivo del mismo depende de la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion y su objetivo seria discernir entre individuos sanos y
enfermos. En este caso los individuos son sanos con factores de riesgo de

desarrollar la enfermedad. °°

De modo diferente, si el biomarcador se disefia para establecimiento del
diagnéstico positivo de la enfermedad, este se debe destinar a pacientes enfermos
con sintomas y signos evidentes de cancer con un porcentaje de certeza alto. La
aplicacidn a pacientes con estas caracteristicas garantiza el diagndstico diferencial
entre enfermo de cancer y no enfermo, lo cual contribuye a mejorar el valor
diagnéstico del biomarcador. Por lo que se deduce que la correcta seleccidon del

paciente resulta crucial para obtener resultados favorables. >

Se debe sefialar que en ocasiones los biomarcadores son desarrollados para el
diagnéstico evolutivo de la enfermedad, es decir, su objetivo se centra en discernir
si un paciente enfermo de cancer presenta una recidiva o remision completa de la
enfermedad. Este aspecto resulta crucial para el seguimiento de los pacientes ya
que la inconsistencia en el control del cancer puede impactar de forma negativa en
el prondstico de la enfermedad. De igual modo, si el biomarcador estuviese
centrado en el diagnostico de extension el objetivo se encaminaria a diferenciar un

sujeto con enfermedad local de un individuo con enfermedad extendida. °°
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En ocasiones lo que se trata es de identificar la capacidad de un biomarcador
para discernir o diferenciar entre la curacion o la muerte, presencia de invalidez o
curacion sin secuelas, muerte o curacion. En los casos abordados con anterioridad
se hace referencia a los biomarcadores pronésticos, Ortiz >’ sugiere que siempre
se aplican a sujetos enfermos cuyo diagnéstico de cancer se confirmé mediante la
biopsia, examen fisico y las técnicas de imagen de sujetos enfermos. Se debe
hacer referencia a los biomarcadores de riesgo cuya finalidad esta dirigida a la
prediccion de enfermedad futura lo cual sugiere que son aplicables a sujetos
sanos y por ende como prueba diagndstica juegan un papel en la prevencion de la

enfermedad. *°
2.1.2.1 Pruebas diagndsticas y sus caracteristicas matematicas.

Segun Alvarez *? para la determinacién de la eficacia de una prueba diagndstica,
se requiere estimar las probabilidades de resultados o la combinacion de estos
(descriptores de probabilidades). Estos descriptores incluyen la especificidad, la
sensibilidad, valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo. Nufiez *® es del
criterio que estos ultimos elementos se obtienen a partir de los posibles resultados
producto de la aplicaciéon de la prueba diagndstica o biomarcador tumoral segun el

contexto.

La sensibilidad diagndstica se define como la capacidad de la prueba diagnéstica
para identificar como positivo a casos que realmente estan enfermos. Representa

la proporcion de enfermos que son bien clasificados. En otras palabras, como el
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cociente de verdaderos positivos entre la suma de verdaderos positivos y falsos
negativos. A continuacion se muestra la simbologia empleada y la formulacion

matematica. >> %8

Se entiende como Se (sensibilidad diagndstica), VN (verdaderos negativos, ausencia
de enfermedad y marcador negativo); VP (verdaderos positivos, presencia de
enfermedad y diagnosticador o biomarcador positivo); FN (falsos negativos, prueba
o biomarcador negativo en presencia de enfermedad) FP (falsos positivos,

biomarcador positivo en ausencia de enfermedad). > °®

VP
_ — 58, 59
Se vp + FN

Chernick, y Friis, (2003) *° desde el punto de vista conceptual entienden por
especificidad a la capacidad de la prueba o biomarcador diagndstico de identificar
como negativo a aquellos que en realidad no estan enfermos. Es el cociente de
verdaderos negativos entre la suma de falsos positivos y verdaderos negativos. A

continuacion se muestra la simbologia empleada y la formulacién matematica.

Se entiende como Sp (especificidad diagnéstica), VN (verdaderos negativos,); VP

(verdaderos positivos); FN (falsos negativos, prueba) FP (falsos positivos).

Sp=— + VN =
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Con respecto a, el valor predictivo positivo es la probabilidad de estar enfermo en
presencia de un biomarcador tumoral (diagnosticador) positivo. A la probabilidad
de estar sano en presencia de un biomarcador tumoral negativo se conoce como
valor predictivo negativo. °® *° A continuacién se muestra la simbologia empleada

y la formulaciéon matematica.

Se entiende como VP+ (valor predictivo positivo); VP- (valor predictivo negativo);
VN (verdaderos negativos); VP (verdaderos positivos); FN (falsos negativos,

prueba) FP (falsos positivos). & >°

_ VP __ VN
VP = E—I_FPS&SQ VP—ﬁ+FN

A consideracién del autor, la sensibilidad y la especificidad son descriptores de
probabilidad de resultados adecuados para la evaluacion de la eficacia clinica de
una prueba diagnostica. Sin embargo, la medicién de la calidad de la prueba o
biomarcador diagndstico requiere de otros descriptores como indice de validez y
el area debajo de la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC, por sus
siglas en inglés Receiver Operating Characteristic).

(VP+VN)
(VP+FP+FN+VN)

Eficiencia diagnoéstica =

Se debe tener en cuenta que, para comparar la sensibilidad y especificidad de dos

biomarcadores o pruebas diagnosticas, se hace necesario trabajar con el mismo
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grupo de muestras y luego comparar la concordancia de los resultados. Ademas,
se hace necesario la presencia en la muestra de sujetos que presenten la

enfermedad y sujetos no enfermos.

Torregroza ®°

en 2021 declara que en ocasiones los biomarcadores tumorales
(pruebas diagnosticas) proporcionan valores cuantitativos que deben ser convertidos
en datos cualitativos dicotomicos para poder evaluar el biomarcador . Se hace
necesario, por ende, establecer lo que se conoce como punto de corte. El punto de
corte es el valor numérico que determina si un resultado es positivo o0 negativo lo cual

indica que el valor que se proporciona a este parametro impacta de forma directa

sobre la sensibilidad y especificidad del diagnosticador. *°

En consonancia con lo antes referido, otro elemento que afecta los predictores
(sensibilidad y especificidad) es la prevalencia de la enfermedad en la poblacion.
Cuando este ultimo indicador es bajo y la prueba diagndstica (biomarcador
tumoral) es positiva la probabilidad de obtener falsos positivos aumenta. En estos
casos el valor predictivo de la enfermedad puede ser bajo a pesar de ser un

biomarcador eficiente (Se: 95 %, y Sp 95 %). °° %8

A opinion del investigador, la baja prevalencia del CM en la poblacion (inferior al
1%) es la principal causa que dificulta la obtencion de un biomarcador eficaz para
el diagndstico precoz del CM. Se debe tener en cuenta que este tipo de
biomarcador se aplica a pacientes sanos con alto riesgo de la enfermedad, por lo

gue se debe invertir mas tiempo y recursos en la innovacion tecnologica para dar
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solucion a la carencia de biomarcadores de diagndstico precoz y temprano del

CM.

Se debe sefalar que las pruebas diagndésticas requieren ademas de la validacion
clinica, ser comprobadas desde la perspectiva de las caracteristicas del
desempeiio analitico. Estas caracteristicas incluyen: linealidad, especificidad
analitica, precision analitica, exactitud analitica, limites de deteccion vy

cuantificacién analiticos, tolerancia, repetibilidad y reproducibilidad analitica. 3*

La linealidad analitica es la capacidad (dentro de un intervalo dado) para aportar
resultados con una proporcion directa a la concentracion del analito en las
muestras de que se examina. Se refiere al intervalo de concentraciones del analito
donde la respuesta del sistema de medicibn es una funcién lineal de la
concentracion; la representacion grafica de este intervalo (concentraciones frente
a respuestas) debe mostrar una buena correlacion de los puntos experimentales a
la recta de regresion para que el método analitico en cuestion sea aceptable. 3
Por otra parte, la especificidad analitica es la capacidad para la determinacion del
analito con certeza en la presencia de compuestos, los cuales se espera que
estén presentes. Por lo general se incluyen impurezas y otros elementos que
aparecen durante el proceso analitico. 34

La precisién analitica se define como el grado de concordancia entre los valores
de una serie repetida de ensayos, mediante el empleo de una muestra
homogénea, bajo condiciones establecidas. La exactitud de medicion hace
referencia al grado de la correspondencia entre el resultado de una medicién y un
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valor verdadero o real de lo mesurado y en el caso de la exactitud relativa
representa el grado de concordancia entre las determinaciones del método
evaluado y los obtenidos por medio de un método de referencia reconocido. 3

El limite de deteccion es la concentracion minima de un analito en la muestra que
puede ser detectada, pero no cuantificada de forma obligatoria, bajo condiciones
analiticas especificas. Es decir, se refiere a la identificacion cualitativa del analito.
Mientras que el limite de cuantificacion es valor de concentracion que minimo debe
obtenerse con una imprecision aceptable. Se refiere a la determinacion cuantitativa
del analito. **

La tolerancia (fortaleza) se define como el grado de reproducibilidad del método en
diferentes condiciones. Es decir, la capacidad de generar resultados similares antes
diferentes de los analistas, laboratorios, dia de analisis, reactivos e instrumentos. **
La repetibilidad es grado de concordancia entre los resultados de mediciones
sucesivas de un mismo analista, realizadas en las mismas condiciones de
medicion. Mientras que la reproducibilidad representa el grado de concordancia
entre los resultados de mediciones del mismo analista, efectuadas en diferentes
condiciones de medicion. **

Por otro lado, el analisis de la reproducibilidad y repetibilidad (R&R) determina la
capacidad de un sistema de medicion para generar resultados reproducibles ante

el analisis de un mismo grupo de muestras por diferentes analistas. Resulta util

para identificar la fuente de variacion en el sistema de medicién.

2.1.3 Biomarcadores tumorales y sus aplicaciones
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Biomarcador tumoral breast cancer 1y 2 (BRCA-1y BRCA-2)

Casaubon et al.,®*

afirman que las mujeres que padecen CM, entre 5 % - 10 %
presentan predisposicion genética, es decir, la causa es hereditaria. De estas
tltimas el 80 % se debe a mutaciones en los genes CM uno y dos (BRCA-1y
BRCA-2, por sus siglas en inglés Breast Cancer 1 and 2. ® La localizacion
cromosOomica de estos genes son los cromosomas 17921 y 13g12-g13 en
correspondencia. Las mutaciones a nivel de BRCA-1 se asocia a la aparicion de
CM entre 40 y 50 afios, asi como a otros tipos de cancer como el de ovario ®
mientras que la aparicion de CM en edades comprendidas de 60-70 afios se
asocia con mayor frecuencia a mutaciones que afectan a BRCA-2. Los tumores de

mama en el sexo masculino, cancer de prostata y vejiga también se relacionan

con esta mutacion.

Los genes BRCA codifican para varias fosfoproteinas que cumplen varias
funciones a nivel intracelular. Estas funciones incluyen la regulacion a la baja del
ciclo celular, la reparacion del acido desoxirribonucleico (ADN) y duplicacion de los
centrosomas, por tanto, se encuentran implicados en la inhibicion de la actividad
cancerigena. ® Se debe puntualizar que las mutaciones a nivel de BRCA no
desencadenan de forma directa el desarrollo de un proceso tumoral maligno, pero
si genera inestabilidad genética que afecta la funcién de la proteina (p)53. ® La
proteina p53 es un elemento supresor de tumores conocido como el custodio del
genoma y su alteracion asociada a mutaciones en BRCA aumenta el riesgo de

padecer CM.
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A consideracion del autor el gen BRCA podria ser un excelente biomarcador de
riesgo de CM aplicable a poblaciéon sana con factores de riesgo. Si bien es cierto que
existen varias mutaciones a nivel de BRCA auln asi, no todas las mujeres con el gen
alterado desarrollan cancer. La alta asociacion entre el desarrollo de CM vy la

alteracion de estos genes justifica su empleo como biomarcador de riesgo.

El empleo de esta tecnologia podria contribuir al diagnostico precoz de al menos el
10 % de las afectadas. Sin embargo, el costo y la accesibilidad podria resultar muy
alto en paises subdesarrollados, razén que justifica la busqueda de nuevas
alternativas mas sostenibles. De modo similar, biomarcadores como las ciclinas
resultan poco rentables en paises seguidores de la tecnologia, pues requiere para su

aplicacidon de equipos y reactivos costosos que inviabilizan su generalizacion.
Biomarcador tumoral ciclinas

Opacka et al., ®

refieren que ciclinas son un grupo de proteinas que cumplen
funciones durante el ciclo celular; son subunidades proteicas que forman
complejos estables con las quinasas celulares y promueven la proliferacion
celular. Estas proteinas se encuentran localizadas a nivel del nucleo y citoplasma
donde regulan los procesos proliferativos. Se considera que cerca del 20 % de los
casos de CM presentan amplificado el gen ciclina 1 (CCND1, por sus siglas en

inglés Cyclin D1) que codifica que esta proteina se sobreexpresa en el 50 % de los

pacientes CM. &’
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Los estudios sugieren que la sobreexpresion de ciclinas se asocia a la expresion
de receptores de estrégenos en tumores, los cuales se vuelven mas diferenciados
y respondedores a la hormonoterapia. En cambio, la expresion insuficiente de la
proteina p27, inhibidor de la ciclina D1 se asocia a la presencia de tumores con
carencia de receptores hormonales mas indiferenciados lo que sin duda trae como

resultado un peor pronéstico de la enfermedad. 8 ©°

El autor comparte el criterio de que las ciclinas pueden emplearse como
biomarcador en el seguimiento del CM. La asociacion de estas proteinas al grado
de diferenciacion de los tumores resulta clave para conocer la posible evolucién
del proceso maligno. EI empleo como biomarcador prondéstico podria resultar
atractivo en la practica clinica debido a su relacion con la diferenciacién tumoral y
la respuesta al tratamiento hormonal. De esta manera, las ciclinas en combinacién
con el factor de crecimiento transformante alfa podrian augurar un prondéstico mas

certero.

Biomarcador tumoral Factor de crecimiento transformante a (TGFa)

Kaufman et al., " definen el factor de crecimiento transformante alfa es un
polipéptido con estructura similar del factor de crecimiento epidérmico. Razon por
la cual compite con este por el mismo receptor. Este polipéptido se encuentra
sobreexpresado en el CM y tiene como funcién la estimulacion de la proliferaciéon
celular y la angiogénesis. ° En la préactica clinica se asocia a la presencia de
ganglios positivos y a la resistencia a terapias farmacolégicas que incluyen la

hormonal y la quimioterapia convencional. "
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Biomarcador tumoral proteasa

Investigadores como Martin et al.,”? son del criterio que, las células cancerigenas se
caracterizan por la multiplicacion y el crecimiento descontrolado a nivel de un tejido.
Entre las propiedades que presentan estas células malignas se destaca la
invasividad y la metastasis a distancia. Para lograr estos procesos las células
cancerosas liberan al espacio extracelular un conjunto de enzimas denominadas
proteasas. Las proteasas son proteinas cuya funcion es degradar las proteinas de la
matriz extracelular e incluyen las catepsinas, metaloproteinasas y uroginasa

activadora del plasminégeno. "

Segln datos proporcionados por Tsegaye et al.,”

en la practica clinica estas
proteasas se relacionan con prondsticos desfavorables del CM, razén por lo cual son

empleados como biomarcador en el seguimiento de la enfermedad.

Tras el analisis critico de la informacién referente a las proteinas: ciclinas y
proteasas es opinién del autor que ambos grupos de proteinas funcionan como
biomarcadores prondsticos eficaces. La implicacibn de estas proteinas en la
fisiopatologia del cancer justifica su empleo como biomarcador en pacientes con
estadios avanzados y la emision de un prondstico mas certero. Sin embargo, para
el diagnostico temprano o precoz de la enfermedad deberian desarrollarse mas

estudios para evaluar su posible aplicacion.

Biomarcador tumoral Her-2/neu (erbB-2)
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El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Her-2/neu, por sus
siglas en inglés human epidermal growth factor receptor 2 es un protoncogen que
codifica para una fosfoproteina transmembrana de 185 KD (kilodaltons). " Igbal y

Igbal

en 2014 refieren que la amplificacibn de este gen resulta en la
sobreexpresion de la proteina receptora con actividad citoplasmatica de tipo
tirosinquinasa, la cual presenta una estructura similar al receptor de crecimiento
epidérmico. En células cancerigenas la forma mutada del gen traduce una

proteina mutada con una alteracion a nivel transmembrana con una mayor

capacidad de dimerizacién y activacion.®

Desde el punto de vista clinico el gen se emplea para estudios prondsticos en
estadios tempranos, asi como para establecer predicciones sobre la respuesta al
tratamiento. La sobreexpresion del gen se relaciona con formas mas agresivas del
CM, presencia de ganglios positivos, aumento de la proliferacion tumoral e
invasividad, escasa respuesta a la terapia antineoplasica y prondstico

desfavorable de la enfermedad. ”’

En otro orden de ideas, Marchié et al., " concuerdan en que la importancia clinica
del biomarcador se evidencia en la terapéutica mediante la aplicacion anticuerpos
antiHER2/neu (Herceptin).Este farmaco bloquea el efecto de este receptor y
aumenta la sobrevida de los pacientes enfermos de CM en un porciento alto de

casos.

Biomarcador tumoral proteina 53 (p53)
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La proteina p53 se considera uno de los elementos centrales en el desarrollo de las

neoplasias malignas, Borrero y El-Deiry °

asumen que, debido a su papel en el
control del ciclo celular y la apoptosis el gen que codifica para la proteina se
encuentra mutado en 50 % de todos los tipos de cancer. El producto del gen con
frecuencia se localiza dentro del nucleo donde interactia con el ADN como factor de
transcripcion de varios genes. La p53 ademas, impide la division de células cuyo
material genético se encuentra dafiado por lo que se considera un elemento supresor

tumoral.

Como biomarcador tumoral, la proteina p53 mutada se puede detectar a nivel
nuclear en células cancerigenas y se considera un biomarcador pronéstico. La
proteina se asocia a mayor agresividad e invasividad tumoral, deficiente expresion
de receptores hormonales y aumento en la expresion de receptores para el factor
de crecimiento epidérmico. Los elementos antes referidos traen como
consecuencia un prongéstico poco favorable por la influencia de la escasa
respuesta al tratamiento convencional que incluye la quimioterapia y la terapia

hormonal. &

Biomarcador tumoral Ki 67 (mib 1)

La proteina Ki67 es una proteina localizada en el nudcleo celular y se puede
encontrar en todas las fases del ciclo celular con excepcién de GO. 8 Ki67 se
emplea como biomarcador pronéstico para el CM. La actividad de la proteina
presenta una correlacién directa con otros parametros que incluyen fraccion de

células en fase de sintesis y el conteo mitético ; sin embargo, se considera el
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biomarcador mas confiable de ellos pues brinda un mejor indice de positividad. %

83

Tras el analisis exhaustivo de varios de los biomarcadores empleados en el
manejo del CM, el autor considera que la mayoria estan dirigidos a la evaluacion
del pronéstico de la enfermedad. Por otro lado, los biomarcadores de riesgo
requieren de tecnologias complejas y costosas para ser determinados. Estos
apuntes evidencian la necesidad de profundizar en investigaciones encaminadas
al desarrollo de biomarcadores utiles para el diagnéstico temprano de la
enfermedad. Se debe recalcar que el logro de un prondstico méas favorable guarda

relacion con el diagnostico temprano.

Biomarcador enzima convertidora de angiostensina (ACE).

Nair et al.

afirman que en seis tipos de tumores malignos, incluido el carcinoma
invasivo de mama, el adenocarcinoma de préstata, el carcinoma de tiroides, el
carcinoma hepatocelular de higado, el croméfobo de rifion y el adenocarcinoma de
estdbmago, existia expresion diferencial de ACE2 en comparacion con los tejidos

normales correspondientes. Existen reportes que adjudican a ACE2 la funcién de

suprimir tumores en multiples subtipos de cancer. &

El biomarcador tumoral enzima convertidora de angiotensina (ECA), es un
biomarcador de remisiéon completa eficiente en el CM. Cumple con la caracteristica
de que sus cifras se elevan por encima de los valores normales durante la

remision completa del CM. 3 Sin embargo, durante la enfermedad activa los
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valores de esta enzima descienden por debajo de los valores prestablecidos como

normales o de referencia. Esta caracteristica no la presenta otro biomarcador. 34

Biomarcador antigeno carbohidrato 15.3

Las mucinas son glicoproteinas con alto contenido de carbohidratos, se estima que
entre un 50 %-90 % del peso molecular lo representan los hidratos de carbono. Estas
proteinas se encuentran en diferentes epitelios tanto en tejidos normales como en
neoplasicos, con una sobreexpresion en estos ultimos. La mucina 1(MUC1, por sus
siglas en inglés mucin) es de las méas investigadas y se encuentra con frecuencia

expresada hacia la luz de los conductos glandulares incluido los de mama. °

Brayman et al.,®

consideran que la MUC1 cumple varias funciones en la célula
gue incluyen la reorganizacion del citoesqueleto imprescindible para garantizar la
arquitectura celular. Interviene, ademas, en la génesis o formacién del epitelio y

regulacion hacia la baja la expresion de las moléculas de adhesion celular,

mecanismo por el cual se implica en los procesos de metastasis.

Conviene subrayar que, la reduccion de expresion de proteinas de adhesion
celular contribuye a la separacién de células neoplasicas de la masa tumoral y de
la matriz extracelular proceso indispensable para que se produzca la metastasis a
distancia. Las mucinas se involucran en la proteccion de las células cancerosas al
interferir con la funcidon inmunolégica de las células asesinas naturales (natural

killers NK) destinadas a destruir los tumores. &’
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Kabel ® considera que en la practica clinica la MUC1 se emplea como
biomarcador y se detecta en suero como CA27-29 y CA15-3. Ambos
biomarcadores tienen indicacion para el seguimiento de pacientes con CM
avanzado y metastasica, asi como para el monitoreo de la respuesta a la

quimioterapia para el CM.

Sin embargo, no son biomarcadores organoespecificos pues tumores de prostata
y ovario también pueden mostrar altos valores de estos biomarcadores. Al
comparar ambos biomarcadores el 27-29 resulta mas especifico para el CM, no
obstante, el CA15-3 se emplea con mayor frecuencia debido a su superior

sensibilidad diagnéstica. &’

Las investigaciones indican que varios de los pacientes que desarrollaran
recidivas o metastasis del CM, presentan una elevacion sérica de los
biomarcadores CA 15-3 y antigeno CEA. Esta elevacion se produce antes de la
aparicion de los signos, sintomas, imagenes sugestivas de metastasis e incluso en
un periodo de tres a dieciocho meses previo al advenimiento del cuadro clinico
indeseable. ® Para esta indicacion Uygur y Gimis %° en 2021 plantean que las
sensibilidades de los niveles de CA 15-3 y CEA son del 82,1% y del 88,3%;

mientras que las especificidades 47,3% y 46,2%, en correspondencia.

Sadeghi et al.,**

aseguran que la determinacién de Ca 15-3 se realiza mediante el
método inmunolégico de ELISA, por tanto, es un método indirecto de

cuantificacion del biomarcador pues lo que se detecta son anticuerpos fijados al
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antigeno Cal5-3. El resultado se ofrece en unidades por mililitros lo cual permite

establecer un punto de corte para emitir un informe positivo o negativo. %% %3

A consideracion del autor, la sobreexpresion de la mucina 1 en pacientes con CM
resulta conveniente para emplearlo como biomarcador . No obstante, se debe
enfocar los esfuerzos hacia otros métodos de determinacion de mucinas diferentes
del ELISA, pues si bien es cierto que los biomarcadores CA15-3 y CA27-29 son
eficientes para el seguimiento de estadios avanzados de la enfermedad, carecen de

confiabilidad para el diagnéstico precoz y temprano del CM.

En la actualidad se defiende el criterio de que un diagnéstico temprano del CM
garantiza un mejor pronoéstico, de ahi la importancia de trabajar en métodos

diferentes de determinacion del biomarcador.

En consonancia con lo antes abordado respecto al diagnéstico precoz, la
aplicaciéon de mamografia con alta periodicidad en mujeres mayores de 50 afios

reduce la probabilidad de morir por CM en un 20 % de los casos. %

Esta observacion se convirtié en un estimulo para el desarrollo de biomarcadores
séricos tumorales de diagndéstico precoz que puedan cumplir con esta finalidad.
Sin embargo, existe una limitacion para estos biomarcadores y es que el valor
predictivo depende de forma exclusiva de la prevalencia de la enfermedad en la
poblacion que para el CM es inferior al 1 %. En esta direccion se han realizado
investigaciones con los biomarcadores Ca 15-3 y CEA, no obstante, los resultados
no resultan atractivos para la practica clinica. *°
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En general, los niveles de CA 15-3 se utilizan en combinacion con medidas
adicionales, como mamografias, asi como niveles de otros biomarcadores
tumorales para evaluar la reaparicion en mujeres tratadas por estadios Il y Ill de
CM, asf lo aseguran Bick y Helbich *® en 2019. Si bien es cierto que en los Gltimos
30 aflos se ha avanzado en el entendimiento del cancer, siempre existe la
necesidad de enfoques mejorados para evaluar el riesgo del individuo de

desarrollar cancer y descubrir los que se encuentran en etapas tempranas. *°

El biomarcador, ademas, se puede usar para identificar recaidas y progresion de
la enfermedad manifestada mediante metastasis pues existe una relacion
matematica positiva entre la concentracion de Cal5-3 y el incremento en la
proliferacion o masa tumoral. EI empleo para el diagnostico precoz de la
enfermedad deberia evitarse como consecuencia de la escasa precision para este

fin.
Antigeno carcinoembrionario (CEA)

El antigeno carcinoembrionario es una proteina fetal compuesta en grado variable
de aminoacidos y glucosa. Se sintetiza de modo natural durante la vida
embrionaria donde alcanza sus mayores concentraciones. También es sintetizado
en varios epitelios de sujetos adultos sanos pero sus concentraciones son muy
bajas en estos casos. ° Kankanala y Mukkamalla %® en 2022 plantean que CEA se
sobreexpresa en tumores malignos solidos a nivel de mama, ovario, colon, recto,

pancreas e higado por lo que no se considera un biomarcador organoespecifico.

34



Ademas, estados inflamatorios como hepatitis, pancreatitis y las colitis pueden

incrementar las concentraciones séricas de este biomarcador.

En la practica clinica el CEA se emplea como biomarcador con una sensibilidad y
especificidad variable en relacion con localizacion y tamafio del tumor. Existe una
relacion positiva entre el aumento de las concentraciones y el tamafo del tumor,
razon por la cual es empleado con fines de seguimiento y no para el diagndstico

inicial. *°

Se indica para evaluar la respuesta al tratamiento antineoplasico, recidiva de tumores
avanzados y para la identificacion de metastasis tumoral. En los estados
mencionados los niveles séricos del biomarcador superan a los registrados en suero

de individuos sanos donde son casi indetectables. °’

En pacientes sin enfermedad maligna el punto de corte es < 2 ng/mL, sin
embargo, en pacientes enfermos luego del tratamiento los valores pueden fluctuar
entre 4,3-10 ng/mL. En pacientes con valores superiores a los establecidos como
normal, se aconseja realizar pruebas confirmatorias como técnicas de imagen y
biopsias pues existe la probabilidad de extension del tumor o aparicion de nuevas

metéastasis del tumor primario. *%°

Desde punto de vista fisiolégico el CEA es una proteina cuyas concentraciones
son altas durante el periodo fetal y se reduce de manera continua a medida que el
cuerpo madura, de forma tal que es casi indetectable en adultos sanos. Esta es la
razon considerada por el autor para emitir un criterio favorable acerca del empleo
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de este antigeno como biomarcador tumoral del CM. Sin embargo, se debe tener
en cuenta que al igual que el CA15-3 su empleo se limita al seguimiento de
pacientes con enfermedad avanzada y no para el diagnéstico temprano de la
enfermedad, por lo que se debe realizar investigaciones en la obtencion de

biomarcadores mas eficaces.

Xiong et al., ! son del criterio de que el CEA, proteina perteneciente a la familia
de glucoproteinas de superficie celular, a pesar de ser menos sensible que el
CA15-3 constituye uno de los biomarcadores mas empleados para el estudio del

CM. 101

Por otro lado, indagaciones de Hammarstrom S °? sugieren que la proteina CEA
es producto de la expresion de un conjunto de 19 genes localizados en el
cromosoma 19913.2. Estos genes se subdividen en dos familias, los genes
codifican para glucoproteinas especificas del embarazo y genes que representan
a las proteinas de adhesion del CEA. Alteraciones en la expresion de este ultimo
grupo de genes determina que las células cancerigenas puedan invadir y realizar

metastasis, asi como de inhibir a las NK y escapar de la muerte celular.

Tras la revisidon y analisis de los apuntes previos, se asume que el CEA juega un
papel esencial en el desarrollo del cancer pues la inhibiciébn de las células NK
limita la respuesta inmunologica celular contra células transformadas,ademas, al
contribuir al desarrollo de metastasis determina que el prondstico de la

enfermedad sea desfavorable.
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Segln Akverdi y Erbas %

el CA15-3 y el CEA son de los biomarcadores mas
empleados en la préactica clinica para el seguimiento del CM. Ambos antigenos
cuentan con la aprobacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administracion, por sus siglas del inglés) para
evaluar la respuesta a tratamientos, la aparicibn de recaidas y deteccion de
metéstasis; no obstante, la Red Nacional Integral de Céncer (NCCN, National
Comprehensive Cancer Network) en sus pautas no aconseja emplear los
biomarcadores CEA o CA15-3 en la evaluacion clinica antes del tratamiento. Del
mismo modo las pautas de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO,
American Society of Clinical Oncology por sus siglas en inglés) no recomiendan

estos biomarcadores para detectar, diagnosticar o establecer el estadio y vigilancia

de rutina en pacientes con CM después del primer ciclo de tratamiento. *°4

Dentro de este marco, una de las ventajas mas importantes de estos
biomarcadores es que se detectan en suero antes de la aparicion de los signos
clinicos e incluso imagenoldgicos lo cual permite tomar decisiones en momentos
mas oportunos. Presentan bajas concentraciones séricas en individuos sanos,
pero se incrementa en el paciente con cancer. *®* Al compararlos con
biomarcadores tisulares como el RE, son més faciles de cuantificar de forma

105

segura Yy reproducible. Con frecuencia los niveles cuantificables del

biomarcador tumoral manifiestan la carga o masa tumoral. *°

La principal desventaja que presentan estos biomarcadores es la baja eficacia

para el diagnostico y deteccion temprana de las metastasis. La sensibilidad no
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supera el 65 % mientras que la especificidad es cercana al 95 %, cuando se
emplea un punto de corte de 30 U/mL. Al igual que la mayoria de los
biomarcadores tumorales no son especificos de tumor por lo que se pueden

encontrar alterados en otras neoplasias malignas &’

Biomarcador enzima LP sérica

En la perspectiva que aqui se discute, el método del pirogalol salicilato es un
meétodo enzimatico colorimétrico y se emplea en la determinacion de la actividad
de la enzima LP tiocianato. Entre los principales reactivos que se emplean en su
aplicacion se destaca el sustrato de la enzima (pirogalol) el cual es convertido en
pirogalina, un producto coloreado detectado por espectrofotometria. También se
emplea el salicilato, sustancia capaz de inhibir a la mieloperoxidasa de los

leucocitos del suero. %°

El método se sustenta en la enzima LP sérica como biomarcador para el
diagnéstico del CM en estadios iniciales. Esta enzima es una proteina
oxidorreductasa hémica pues contiene un atomo de Fe2+ por subunidad y es
capaz de resistir temperaturas superiores a 50 °C. Cataliza la oxidacion del
tiocianato y otros compuestos fendlicos a partir del oxigeno atdbmico procedente

del peréxido. *®

La enzima como mecanismo de accion, garantiza la transferencia del oxigeno
activo procedente de los peroxidos, asi como la oxidacion de varios sustratos que

incluyen aminas aromaticas, fenoles y vitamina C. La proteina cataliza ademas la
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oxidacion del tiocianato por medio del peroxido de hidrégeno lo que resulta en la

produccién de hipotiocianato, molécula que inhibe el crecimiento bacteriano. 2 %’

Entre los fenoles empleados en el laboratorio para el estudio de la actividad de la
enzima se destacan el guayacol y el pirogalol. Este dltimo sustrato también se
conoce como acido galico y acido 3,4,5-trihidroxibenzoico con férmula
guimica CgH2(OH)3COOH. El acido organico es un sdlido de color blanquecino,
inodoro, con temperatura de fusion de 131-133 °C. Reacciona de forma violenta con
bases, hidroxido amonico, iodo, metales, fenol y permanganatos. Puede, ademas,

formar ésteres y sales lo que origina galatos. '

Por otro lado, la enzima puede ser inactivada por medios fisicos como el calor o
mediante el empleo de agentes quimicos. El cianuro y la hidroxilamina son
reactivos que interaccionan con el ion de Fe®* presente en el grupo prostético de la
enzima lo que resulta en la inactivacién. ** Farmacos como primaquina, dapsone,
famotidina y benzocaina inhiben a la mieloperoxidasa (MPO) mediante un
secuestro competitivo con el ion CI-. Otras drogas que agrupan: antihipertensivos,
hidralacina, indometacina y los salicilatos se comportan como inhibidores de la
mieloperoxidasa. A la azida de sodio también se le reconoce su potencial

inhibitorio de la MPO, sin embargo, el mecanismo por el cual actla se desconoce.

109

En otro orden de ideas, la proteina se produce en varios epitelios, que incluyen el

de revestimiento de los ductos mamarios y por las células acinares en los I6bulos
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de las mamas. Desde el punto de vista fisiologico es una proteina con funcién
defensiva ya que a partir del tiocianato que se genera en el organismo produce

hipotiocianato el cual es activo contra bacterias Gram positivas. *

Por otro lado, Nourazarian et al.,*°

sefialan que la enzima LP esta involucrada en
el metabolismo de hormonas estrogénicas producidas en el tejido mamario lo cual
contribuye al estrés oxidativo. La oxidacion del 17-estradiol panoxil en presencia

de H,O, genera radicales intermedios, que contribuyen al desarrollo del carcinoma

de mama. *°

Obviarse no debe que, aunque no existen antecedentes del empleo de esta
enzima como biomarcador para el CM. Una investigacion efectuada en el Centro
de Inmunologia y Productos Bioldgicos de la provincia Camagiey, indica que
existe fuerte asociacion entre el diagnéstico del CM y la actividad aumentada de la
enzima LP sérica. Las determinaciones de la enzima se realizan a partir de suero
sanguineo (100 pL ) y mediante un espectrofotometro se determina la actividad la

cual se informa en U/mL. %

Entre las ventajas del método del pirogalol se destaca el empleo de una enzima
como biomarcador y no una proteina estructural como los CA 15-3 y CEA, lo que
condiciona que se pueda no solo medir concentracion del biomarcador sino
también la actividad, ambos datos de similar relevancia clinica. Ademas, la enzima
LP es mas estable incluso a temperaturas elevadas, esto permite almacenar las

muestras en condiciones menos exigentes.
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A consideracion del autor, los datos experimentales indican que, el biomarcador LP
presenta sensibilidad superior (76,83 %) con punto de corte en 0,09 U/mL en
comparacion con los datos obtenidos a partir de CA 15-3. Desde el punto de vista
econdémico podria resultar mas barato y accesible para el pais. Estos apuntes
convierten al método del pirogalol en una potencial herramienta clinica auxiliar o

complementaria a la mamografia para el tamizaje o deteccion temprana del CM.

Sin embargo, comparte algunas ventajas con los biomarcadores precedentes,
pues es un método de ejecuciodn facil, las concentraciones de la enzima se elevan
en sujetos con CM y se puede obtener a partir del suero sanguineo. Esto resulta
relevante al compararlo con los biomarcadores tisulares que requieren
procedimientos mas traumaticos como la biopsia mamaria para el aislamiento y

analisis del tejido.

No obstante, al igual que los biomarcadores precedentes, el método del pirogalol-
salicilato se considera un método invasivo pues requiere la extraccion de sangre.
Puede generar falsos positivos y falsos negativos. La presencia de compuestos
fendlicos en el suero capaces de generar productos coloreados puede influir en el
resultado que se informa; por tanto, para evitar este inconveniente se orienta

ayunar 12 horas previo a la extraccion sanguinea.

Tras el analisis critico de la informacién abordada en este marco tedrico se arriba
a las siguientes consideraciones :el diagndstico temprano constituye una prioridad

para los sistemas de salud en todo el mundo, aun son insuficientes los métodos
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disponibles para el diagnostico temprano del CM, la mayoria de las pruebas y
marcadores disponibles tienen como principal indicacion el seguimiento y
pronéstico de la enfermedad y el método del pirogalol salicilato basado en el

biomarcador LP podria ser una alternativa viable en el contexto de Cuba.
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2.2 Capitulo I. Validacion del desempefio analitico del método pirogalol-
salicilato

El capitulo aborda aspectos relacionados con la validacién del desempefio analitico

del método pirogalol-salicilato. Se operacionalizan las variables de estudio y se

determinan caracteristicas de desempefio analitico como: linealidad, especificidad

analitica, precision analitica, exactitud analitica, analisis repetibilidad vy

reproducibilidad. Se aplican procedimientos de la estadistica descriptiva e inferencial

para el procesamiento de los datos, los cuales se representan en gréaficos y tablas.

2.2.1 Objetivos del capitulo

Objetivo general

Validar el desempefio analitico del método pirogalol-salicilato.

Objetivo especifico

Determinar las caracteristicas de desemperio analitico del método pirogalol-salicilato.

2.2.2 Disefio metodologico

Se realiz6 un estudio con disefio experimental, del tipo preexperimento, de
preprueba-postprueba con un solo grupo de control. La investigacién se llevé a cabo
en el Centro de Inmunologia y Productos Biologicos de la Universidad de Ciencias
Médicas de Camaguey en el periodo comprendido de enero del 2021 a diciembre del
2023.

Definicion de la poblacion de estudio:

La poblacién de estudio quedd conformada por 86 muestras solubles de la
enzima LP. Una de estas elaborada en el CENIPBI a la concentracion de 1 mg

/mL (concentrada) a partir de la cual se elaboraron diluciones a diferentes
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concentraciones .El resto incluyé muestras de suero sanguineo (85) de pacientes
con antecedentes de salud aparente procedentes del Banco Provincial de
Sangre de Camaguey.

Variables de investigacion

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

Variable Dimensién Tipo de Escala de Indicador
variable medicion
Actividad - Cuantitativa Unidades por v’ Media
de la continua mililitros (U/mL) v Desviacion
enzima LP 0,001-0,05 estandar
v Varianza
v IC 95 %
Validacién Linealidad del Cualitativa v'Lineal v’ Frecuencia
del sistema nominal v No lineal absoluta y
desempen dicotbmica porcentaje
o analitico Especificidad del Cualitativa v' Especifico Frecuencia
del sistema nominal v No especifico absoluta y
método dicotbmica porcentaje
pirogalol- Precision del Cualitativa Variabilidad v Frecuencia
salicilato sistema ordinal v Alta absoluta y
v' Moderada porcentaje
v Baja v (CV %)
Exactitud del Cualitativa Grado de exactitud v* Frecuencia
sistema ordinal v Alta absoluta 'y
v' Media porcentaje
v' Baja
Tolerancia del Cuantitativa  Unidades U/mL v Intervalo de
sistema continua v 0-<0,005 confianza
u/mL 95 %
v Media
Limite de Cuantitativa Concentracion v" Frecuencia
deteccion del continua de enzima absoluta y
sistema (mol/L) porcentaje
<9x10°
Limite de Cuantitativa Concentracién v Frecuencia
cuantificacion del continua de enzima absoluta y
sistema (mol/L) porcentaje
<9x10°®
Analisis de Cualitativa  v* Reproducible v Nomero y
repetibilidad y nominal v No reproducible porcentaje
reproducibilidad dicotémica

del sistema
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Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.
Métodos para el control de la calidad de los datos
Se aplico la técnica de enmascaramiento a simple ciega, es decir, los analistas, no
conocian del estado o la procedencia de las muestras a analizar. Se le asign6 una
rotulacion numeérica consecutiva a cada muestra y fueron procesadas de forma
aleatoria por distintos analistas durante el proceso de validacién del desempefio
analitico.
La determinacion de la enzima LP se efectué mediante el método de Dupoy *® con
las siguientes modificaciones: se sustituy6 el reactivo guayacol por el pirogalol, se
incorporo el reactivo salicilato como inhibidor de la enzima mieloperoxidasa sérica,
se trabaj6é con un volumen final de ensayo de 500 uL y se utilizaron muestras con
concentraciones conocidas (2x10%, 5x108, 1x107, 1,5x1077, 2x10”7 mol/L) de
LP.
En una cubeta de cuarzo se agregaron:
v' 200 pL de una solucion de salicilato de Na* diluida en tampén fosfato
(NaxHPO,4) 0,79 M con pH 6,8.
v/ 100 pL de H,0, de una solucion de 45 pL de H,0, al 30 % en 10 mL de
agua destilada.
v" 100 pL de pirogalol disuelto en agua destilada 0,04 M y se agregaron 100
ML de la concentracion conocida de LP.
De inmediato la mezcla se coloc6 en un espectrofotometro Rayleigh UV-VIS 16-01
y se realizé una cinética enzimatica, las muestras se leyeron a los 20, 40, 60, y 80

min a una longitud de onda de 420 nm el coeficiente de absorcion (¢) fijado fue de
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2640 L/ mol™' cm™. La actividad enzimatica se midi6 en unidades por mililitros
(u/mL).

Determinacion de las caracteristicas analiticas del método pirogalol-salicilato
Determinacion de la linealidad del sistema de medicion.

A partir de una concentraciéon de 1mg/mL de la enzima LP se prepararon por
dilucién cinco niveles diferentes de concentracion: 2x108, 5x108, 1x107, 1,5x107,
2x107 mol/L y se analizaron por triplicado. Las mediciones se realizaron bajo las
mismas condiciones de experimentacién y se reportd la relacion concentracion
contra actividad enzimética medida en unidades relativas de densidad éptica. Se
calcul6 el valor de la pendiente by, la ordenada en el origen by, el coeficiente de
determinacion (R?) y el intervalo de confianza (IC) de la pendiente.

Previo al ensayo, se asegurd el mantenimiento de los equipos como la idoneidad
de los reactivos. Se realizaron las mediciones de cada dilucion y se tabularon los
resultados en el programa SPSS 21 obteniéndose la media para cada dilucion, de
la siguiente manera, (Tabla 2)

Tabla 2. Resultado de la media de la actividad enzimética segun concentracion de

enzima en cada dilucién

Niveles de dilucién Actividad enzimética (UDO) Media aritmética
Replicas
1 2 3
1 0,44 0,43 0,42 0,43
2 0,55 0,52 0,52 0,53
3 0,67 0,73 0,75 0,71
4 1,06 1,08 1,05 1,06
5 1,44 1,17 1,18 1,25

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.
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Criterio de aceptacion: R? = 0,95; IC no puede incluir el cero. **

Determinacion de la especificidad del sistema de medicién **

Para determinar la especificidad del método se emplearon 10 muestras con
concentracién 5x10® mol/L de LP. Las mismas se analizaron y se determiné la
actividad enzimatica media en unidades por mililitros (U/mL). Luego a cada
muestra se le agrego6 la proteina albumina a una concentracion de 30 g/L y se
reevalud la actividad enzimatica en busqueda de diferencias significativas.

Criterio de aceptacion: ausencia de diferencias significativas antes y después de
agregada la albumina sérica humana. (p > 0,05)

Determinacion de la precisién del sistema de medicién **

La precision se determind a partir de la repetibilidad, para ello se tomé una
muestra de LP con actividad de 0,011U/mL y se le realizaron 12 réplicas, por el
mismo analista, el mismo dia, los mismos reactivos, equipos e instrumentos y se
midi6 la actividad enzimatica en cada una de las determinaciones las cuales se
compararon. Se calcularon parametros como la media, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion.

Criterio de aceptacion: CV <30 %

Determinacion de la exactitud del sistema de medicion **

Se analizaron 31 muestras de suero sanguineo de sujetos con antecedentes de
salud aparente y se evalu¢ la actividad media de la enzima LP sérica, el valor fue
considerado como valor real, en base a la no existencia de valores reportados en
la literatura cientifica. Acto seguido se determind la actividad de la enzima LP en

85 muestras de sujetos sanos. Ambas medias se compararon y se identifico la
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diferencia, asi como el porcentaje de la exactitud que se obtuvo mediante la resta
de la diferencia al valor real calculado.

Porcentaje de error= (valor real — valor muestral) x 100 Exactitud= 1-% error
Criterio de aceptacion: exactitud superior al 95 %.

Determinacién del limite de deteccion (sensibilidad) del sistema de medicién **

A partir de una concentracion de LP 1mg/mL, se efectuaron varias diluciones
seriadas y se cuantificé la actividad enzimatica de cada una de las diluciones
hasta encontrar la concentracion a la cual no se registré actividad enzimatica, pero
se identific6 de forma segura y cualitativa (presencia de color y variacién en la
absorbancia de la muestra) la presencia de enzimas. El limite de deteccion se
expresd como concentracion minima de enzimas en mol/L.

Determinacién del limite de cuantificacion del sistema de medicién **

A partir de una concentracién de LP de 1mg/mL, se efectuaron varias diluciones
seriadas y se cuantificé la actividad enzimética de cada una de las diluciones
hasta encontrar la concentracion minima donde se registré actividad enzimatica,
de forma segura y precisa. El limite de cuantificacion se expres6 como
concentracion minima de enzimas en mol/L.

Determinacion de la tolerancia del sistema de medicion **

Se emplearon 85 muestras procedentes de sujetos con antecedentes de salud
aparente. Se determind la actividad enzimatica y mediante el paquete estadistico
SPSS 21.0 se identific6 la media, la desviacion estandar y el intervalo de
confianza de la media aritmética. La tolerancia del sistema se expresé mediante el

intervalo de confianza (IC).
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Criterio de aceptacion: IC valores entre la media + 0,001 U/mL

Andlisis de (R & R) del sistema de medicion **

Se seleccionaron 10 muestras para el estudio. Las muestras se analizaron por
triplicado por cada analista. Se emplearon los mismos instrumentos y equipos de
medicibn que incluyé un espectrofotometro Rayleigh UV-VIS 16-01. Las
mediciones se realizaron de manera aleatoria y participaron tres analistas. El
primer analista realizO mediciones de la actividad enzimética el primer dia,
mientras que el segundo analista efectué las mediciones el segundo dia y el
tercero realizé determinaciones el quinto dia. Se determindé la media de la
actividad enziméatica, la desviacion estandar, la varianza y el efecto de la
interaccidn entre los analistas y las partes (muestras). Se evalué la repetibilidad y
la reproducibilidad del sistema de medicion mediante la ANOVA de dos factores.
Criterio de aceptacion: ausencia de diferencias (p > 0,05) en las medias de
actividad enziméatica entre analistas.

Técnicas y procedimientos para la recoleccibn de datos: los datos fueron
obtenidos a partir de fuentes primarias (muestras de LP). La observacion cientifica
permitio el registro de la actividad enzimatica medida por espectrofotometria UV-
VIS auxilidndose de un espectrofotometro Rayleigh UV 16-01. Los datos
experimentales fueron vertidos y codificados en una base de datos en Excel para
su posterior analisis en el procesador SPSS 21 (SPSS por sus siglas del inglés
Statistical Package for the Social Sciences) version 21 para Windows.

Procesamiento estadistico de los datos
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La regresion lineal simple se realiz6 para determinar la existencia de relacion entre
el aumento de la actividad enzimética y la concentraciéon de enzima durante el
anélisis de la linealidad. El método se considerd lineal si R? > 95 % y no lineal si
R? < 95 %.
La prueba t de student se aplicé para determinar la existencia de diferencias o no
entre las medias de actividad enzimatica de las muestras con concentracion 5x10°
8 mol/L de LP antes y después de agregarles albimina humana durante la
determinacién de la selectividad (especificidad). EI método se considerd especifico
si p 2 0,05 y no especifico si p < 0,05.Se empleé el CV para determinar la
precision del método. Los siguientes valores fueron utilizados como referencia:

v Variabilidad Alta CV >70 %

v" Moderada 30 % =2 CV <70 %

v BajaCV<=30%
La media muestral fue calculada y comparada con el valor real durante la
determinacion de la exactitud del método.
Los siguientes valores fueron utilizados como referencia:
Grado de exactitud

v Alta=95 %

v Media 285 % <95 %

v Baja=75%<85%
La prueba ANOVA de 2 vias, se llevd a cabo con la finalidad de determinar
diferencias significativas en las medias de actividad enzimética de los diferentes

analistas durante el proceso de validacion analitica. La prueba se aplico para
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determinar la repetibilidad y reproducibilidad del sistema de medicion. Se trabajo
con un nivel de confiabilidad del 95 % y una significacién de 0,05.

Los siguientes valores fueron utilizados como referencia:

Reproducible si p = 0,05

No reproducible si p < 0,05

2.2.3. Andlisis y discusion de resultados

2.2.3.1 Determinacién de las caracteristicas analiticas del método pirogalol-salicilato
2.2.3.1.1. Grafico 1 Linealidad del método pirogalol-salicilato para la determinacion
de la LP sérica

Se muestra la relacion entre la concentraciéon de enzima expresada en mol/L y la
actividad enzimatica representada como unidades relativas de absorbancia o
densidad optica (DO). Se observa un aumento de la actividad enzimética en funcion
de la concentracibn de enzima con un comportamiento lineal. La mayor
concentracién de enzimas (2x107 mol/L) se correlaciona de forma positiva con la

mayor actividad enzimatica (1,3 DO) registrada en el ensayo.
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Menciona Copeland *** que existen factores capaces de modificar la velocidad con

gue una cantidad de sustrato es convertida en producto por las enzimas. Estos
factores incluyen la temperatura, concentracion de protones en el medio,
sustratos, enzimas y cofactores requeridos por las enzimas. *** La relacién entre
estas variables puede ser modelada desde la matematica y proporciona las
condiciones ideales, asi como mecanismos fisiologicos involucrados en el control
de la reaccion segun Maisincho et al.**

Figueroa et al., ** al analizar la capacidad antioxidante (medida con ABTS) y el
potencial quelante de Fe2+ a través del tiempo en distintas condiciones de
enzima y sustrato encuentra que la relacion concentracion de enzima y actividad

enzimatica era negativa. Los datos proporcionados por estos autores indican que

la actividad enzimatica antioxidante es mayor a menores concentraciones de
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enzima. Los resultados en el presente estudio no coinciden con los mencionados
por Figueroa et al., **® pues la actividad enzimética se incrementé con relacién a la
concentracion de enzimas.

Ruiz et al. *#

en Villa Clara, Cuba investigan los valores de referencia de la enzima
mieloperoxidasa, biomarcador para la evaluacion del deterioro clinico en pacientes
con COVID-19.Proporcionan como resultado que existe linealidad positiva entre la
concentracién de mieloperoxidasa y la actividad de esta enzima. ** Esta observacion
gueda en evidencia tras una curva de calibracion donde se analiza la actividad
enzimatica a diferentes concentraciones (0,125 y 2 kU/I (125U/l y 2 000 U/I,). *** Los
datos que se obtuvieron en este estudio se encuentran en correspondencia con los
apuntes de Ruiz et al. ***

En 2020, Lavin > determina la actividad de la lipasa de lipoproteinas (LPL) en
cerebro de rata y ofrece como dato la existencia de relacion entre la actividad y la
concentracion de enzima, esta Ultima como parte del tejido. El andlisis de varianza
de la regresion muestra buena linealidad para actividad enzimatica en relacién con
la cantidad de tejido (p < 0,05) y actividad enzimatica en relacién con el tiempo (p
< 0,005) en los rangos investigados™. Los coeficientes de correlacién por rangos
fueron r = 0,967 y r = 0,980 en correspondencia. Los resultados obtenidos en la
presente investigacidbn se encuentran en consonancia con los identificados por
Lavin .1*°

A consideracion del investigador, existe una relacion lineal positiva entre la

actividad enzimética y la concentracion de la enzima. El aumento de la

concentracion de enzimas determina mayor cantidad de centros activos o
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cataliticos donde el sustrato puede ser convertido en producto en un intervalo
menor de tiempo. Sin embargo, se debe puntualizar que la relacion entre estas
variables puede ser no lineal o exponencial en dependencia del tipo de enzima y
las condiciones de la reaccion.

Se muestra el valor del pardmetro R? (0,99) y nivel de significacién (0,00). Existe
una relacion lineal positiva significativa entre la variable independiente
(concentracion de enzima) y la dependiente (actividad enzimatica) (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros de regresion lineal para la relacion entre variables actividad

enzimatica en funcion de la concentracion de enzimas

R R? R? Estadisticos de cambio
corregida Cambio en R? Sig. Cambio en F
,995?2 ,990 ,986 ,990 ,000

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.
Al analizar la linealidad entre la actividad enzimatica y la concentracion de

enzimas Lavin *°

en 2020 encuentra una relacién positiva entre la actividad
enzimatica lipasa y cantidad de tejido cardiaco (indicador de la concentracion de
enzima en el homogeneizado). Estos datos se ajustan a las observaciones que
realiza por el mismo autor pero esta vez al emplear tejido cerebral de rata y un
disefio metodoldgico similar. Los resultados encontrados en el actual estudio
coinciden con los propuestos con anterioridad.

Barengo et al.,**’

establecen las condiciones éptimas, para el empleo de la enzima
pura papaina en la cuantificacion de la actividad proteolitica de enzimas fangicas

de Trichoderma y Escovopsis. Tras evaluar el efecto del tiempo, el pH y la

~ T



temperatura sobre la actividad enzimatica a distintas concentraciones de papaina
estos investigadores detectan una relacién lineal positiva entre la concentracion y
la actividad de la papaina, observacion que guarda relaciébn con los datos
ofrecidos en la actual indagacion. Esto se debe a que mayor concentracion de
enzima mas centros activos interactuan con los sustratos.

El autor considera que un R? mayor del 0,95, es indicador de linealidad del método
de medicion. Por tanto, en esta investigacion el aumento de la concentracion de
enzima o sustrato se acompafia del incremento de la actividad enzimatica de
manera proporcional. Esta es una de las caracteristicas mas importantes que debe
cumplir todo sistema de medicién para poder ser validado.

2.2.3.1.2. Especificidad del método pirogalol-salicilato

Entre las medias de las muestras que contenian albumina y las muestras
analizadas en ausencia de esta ultima proteina no se observaron diferencias (no
fueron significativas, p= 0,086). La ausencia de diferencias es un indicador de
especificidad del sistema de medicion (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de medias de actividad de la LP en presencia y ausencia de

albimina humana en las muestras
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Actividad Prueba de Prueba T para laigualdad de medias
enziméticade Levene para

las muestras laigualdad
de varianzas
F Sig. t Sig. Diferencia 95 % Intervalo de
(bilateral) de medias confianza parala
diferencia
Inferior  Superior
Se han asumido ,05 ,81 -1,9 ,08 -,0079 -,001 ,017
varianzas iguales
No se han -1,9 ,086 -,0079 -,001 ,017
asumido varianzas
iguales

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

La selectividad o especificidad analitica es la capacidad del método para detectar
de forma exclusiva el analito de interés aun en presencia de otras moléculas con
caracteristicas similares o diferentes de forma eficiente. ®?° Una posible
explicacion a la selectividad del método del pirogalol-salicilato se basa en la fisica
de la reaccion mediada por la enzima LP; al metabolizar al sustrato pirogalol
genera pirogalina con capacidad de absorber luz a una longitud de onda de 420
nm diferente al resto de los productos presentes en el suero sanguineo. %°

En la perspectiva que aqui se discute, un sensor que desarrollan Abdel et al., ***
con actividad similar a la peroxidasa, es capaz de oxidar mediante catalisis la O-
fenilendiamina (OPD, incolora) en 2,3-diaminofenazina (ox-OPD, color amarillo
verdoso) en presencia de perdxido de hidrogeno (H20O,). Este resultado indica que
el método presenta alta selectividad. **'Los datos encontrados en el actual estudio

respecto a la especificidad analitica del método enzimatico se encuentra en
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concordancia con los datos de Abdel et al., *** aunque varfan respecto al disefio y
tipo de peroxidasa.

La ausencia de diferencias entre las muestras analizadas indica que el método
detecta de manera selectiva la actividad de la enzima LP y que la presencia de otros
analitos e impurezas es incapaz de alterar el resultado. A criterio del autor la
selectividad o especificidad analitica debe garantizarse al validar los sistemas de
medicion debido a la cantidad de sustancias presentes en el suero sanguineo
humano incluido proteinas.

2.2.3.1.3. Precision del método pirogalol-salicilato

Se obtuvo tras la determinacién de la actividad enzimatica replicada en 12 ocasiones
a partir de una muestra de LP un coeficiente de variacion de 0,13. La media de
actividad fue de 0,011 U/mL para una desviacién estandar de 0,0015. El valor del
coeficiente de variacion es un indicador de precision del sistema de medicién.

Tabla 5. Coeficiente de variacion en réplicas de una muestra de LP sérica

N Media Desviacion estandar Varianza Coeficiente de variacion
12 0,011 0,0015 0,00 0,13 (13 %)

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.
En 2023 se valida y estima la incertidumbre de la medicion del método enzimético

122 para

glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-PAP) por parte de Castro y Bazan
cuantificar glucosa en sangre. La evidencia indica que el método enzimatico
glucosa GOD-PAP es lineal, exacto y preciso lo cual garantiza la determinacion

confiable de la glucosa en sangre. Los resultados registrados en la presente

investigacion coinciden con los publicados por Castro y Bazan. %
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Del mismo modo, la validacibn de un método y colorimétrico especifico por

Olmedo et al.'?®

para la determinacion de fructosa y glucosa en bebidas
azucaradas, proporciona como resultado una repetibilidad expresada como CV de
3,8 %, mientras que la reproducibilidad interna presenta un CV de 4,1 %.

Ambos valores aceptables de acuerdo con el coeficiente de Horwitz ( % CV
aceptable para repetibilidad < 4,00; % CV aceptable para reproducibilidad interna
< 5,33). % Estos resultados demuestran que el método enzimatico-colorimétrico
resulta preciso para la determinacién de fructosa y glucosa en refrescos. 23

La presente investigacion también se ajusta a los datos que proporciona Carrion et
al.,*** quienes identificaron valores del coeficiente de variacién aceptables durante
el proceso de validacion del método enzimatico colorimétrico dirigido a determinar
creatinina en orina y suero.

El autor es del criterio que el coeficiente de variacion se comporta como un
indicador de precision del método pirogalol-salicilato y cuando este estadigrafo
muestra valores inferiores al 30 % se considera preciso. Por lo antes referido se
puede afirmar que el método proporciona valores confiables tras varias
determinaciones realizadas a la misma muestra.

2.2.3.1.4. Exactitud del método pirogalol-salicilato

El valor real de actividad enzimética calculado a partir de 31 muestras de LP
sérica fue de 0,0085 U/mL, mientras que la media de actividad LP sérica en las

muestras de estudio fue de 0,0082 U/mL. La diferencia en actividad fue de 0,0003

U/mL. La exactitud del sistema de medicion supero el 95 %.
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Tabla 6. Exactitud del método del pirogalol-salicilato

Variable Exactitud del N Media Desviacion Error tip. Exactitud
meétodo tip. de la %
pirogalol- media
salicilato
Medicion de Valor real 31 ,0085 ,003476 ,000624 96,47
la actividad Valor
enzimatica 85 ,0082 ,005248  ,000569

experimental

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

El sistema de medicion mostré precision y exactitud, lo que indica que varias
mediciones realizadas por el mismo analista, u otro analista igual de entrenado,
seran muy similares o cercanas entre ellas y al valor conocido como real. Daniel
12 menciona en 1989 que el coeficiente de variacion, la desviacion estandar, y la
varianza son parametros estadisticos indicadores precision o repetibilidad. Desde
el punto de vista estadistico mientras menor sea la variabilidad del sistema mas
preciso y confiable se vuelve. *#

En Cuba Cruz et al.,*?®

corroboran la necesidad de determinar la exactitud para la
validacion del desempefio analitico de los métodos colorimétricos. Los autores, al
evaluar el desempefio de los métodos analiticos que se emplean como medida del
estado redox extracelular en suero, informan que la exactitud es alta (p>0,05), no
se encuentran diferencias en los resultados de las mediciones realizadas. '*° La
presente investigacion mostré resultados similares a los registrados por los
investigadores Cruz et al.,**® como se observa en la (Tabla 6).

27

En este orden de ideas, los apuntes de Fernandez et al., *’ se encuentran en

correspondencia con las observaciones de Cruz et al.*?® Estos autores*? informan
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como exacto un lector de placas de ELISA que emplea leds superluminosos como
fuente de iluminacién y una webcam con funcién detectora de la concentracién en
soluciones coloreadas en placa de ELISA.

La concordancia entre los valores de concentracion que suministra el sistema
colorimétrico y los obtenidos con el sistema convencional, demuestran la exactitud
del prototipo de medicién y resulta valido para determinaciéon de glucosa en
plasma sanguineo. **’ La precisién expresada como el coeficiente de variacion
(CV) del 2-9 % para ambos sistemas, mediante la cuantificacion través de una
curva de calibracion. %’

El autor del presente estudio tras analizar los datos procedentes de las literaturas,
argumenta que la exactitud es una caracteristica analitica obligatoria para validad
cualguier método analitico. Se basa en la comparacién del valor muestral
mediante el nuevo método con el valor real de la actividad LP sérica lo cual
permite determinar qué tan exacto son los resultados.

2.2.3.1.4. Otros parametros del desemperio analitico

El limite inferior de deteccién de LP por el sistema de medicién fue de 5,1x10 ™*°
mol/L. Mientras que el limite de cuantificacion de esta enzima por el sistema fue
de 2,5 x10 ® mol/L. La tolerancia calculada con una confiabilidad del 95 % se
encontré entre 0,007 y 0,009 U/mL. Mientras que la incertidumbre de la medicion

fue de 0,001 U/mL.
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Tabla 7. Parametros de desempefio analitico del método del pirogalol-salicilato

Parametro Prueba Criterio de Resultado
de aceptacion
desempefio
analitico
Limite de Sensibilidad analitica Identificacion Concentracion
deteccion del mediante cualitativa de de enzima
sistema espectrofotometria actividad 2,3 x10 " mol/L
UV-VIS enzimatica
Limite de Medicion de la Concentracion Concentracion
cuantificacion actividad enzimatica de enzima de enzima 2,5
del sistema mediante (mol/L) x10 ¥ mol/L
espectrofotometria <9x10°®
UV-VIS
Tolerancia Intervalo de Valores entre Limite

confianza (IC) 95 % 0-0,01 superior: 0,009
Limite inferior:

0,007

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

Segun la guia para validacién de métodos analiticos, la tolerancia se entiende por
la capacidad del método para reproducir los resultados tras el andlisis de la misma
muestra con escasos efectos de los factores externos sobre las mediciones
obtenidas. El laboratorio debe establecer a priori cual serd el intervalo de
tolerancia aceptable para el sesgo del método, de tal forma que compare el sesgo
obtenido con la tolerancia preestablecida.*?®

Si el valor promedio del sesgo esta dentro de los limites de tolerancia, implica que
el método satisface los requerimientos para la validacién. **® Es por ello que, el
método que se desarrolla (pirogalol-salicilato) presenta una tolerancia aceptable,
pues el intervalo de confianza preestablecido es cerrado y el valor de la media se

encuentra dentro del intervalo como se muestra en la (Tabla 7).
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Lo limites de deteccion y cuantificacion resultaron ser bajos, lo cual es
conveniente para la validez analitica como diagndstica. Los limites que se
analizaron representan un indicador de la sensibilidad analitica del método para
detectar la actividad LP y por tanto diferencias en concentracion y actividad
enzimatica de pacientes enfermos al compararlos con individuos sanos. A criterio
del autor mientras menores sean los limites de deteccidon y cuantificacion mayor
sera la sensibilidad analitica y diagndstica del método que se analiza.

2.2.3.1.5. Andlisis repetibilidad y reproducibilidad del método (R&R) 2% 1%

La interaccion entre analistas no explica de manera significativa la variacion
encontrada en el sistema de medicion o analizado desde otro punto, la variacion
encontrada en el sistema de medicién no es significativa p = 0,64.

Tabla 8. Anova de 2 vias con interacciones.

Fuente GL SC MC F P
Muestra 4 0,0000133 0,0000033 1,00000 0,461
Analista 2 0,0000178 0,0000089 2,66667 0,130
Muestra * Analista 8 0,0000267 0,0000033 0,75000 0,648
Repetibilidad 30 0,0001333 0,0000044
Total 44 0,0001911

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

Al respecto, Pardo et al., **! son del criterio de que existe interaccién entre dos
factores solo si el efecto de uno de ellos sobre la variable dependiente no es el
mismo en todos los niveles del otro factor. Es decir, que existe interaccion cuando
el resultado de la combinacion de dos factores es diferente de la suma de los

efectos principales de esos factores. En el modelo de ANOVA de dos factores de
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efectos fijos existe interaccion cuando el efecto de esta es menor de 0,05 mientras

que no existe interaccion si el efecto es mayor de 0,05. 3!

Al respecto Daniel.,'®

considera que el analisis de la varianza estudia el efecto de
una o varias variables independientes denominadas factores sobre la variable
dependiente. Es una generalizacion del contraste de medias para dos muestras
con datos independientes y se aplica en las situaciones en las que sean tres o
mas los grupos a comparar. Al analizar el efecto de la interaccion si el p-valor es
menor de 0,05 la interaccién es significativa. *** ** Solo con este dato se puede
anticipar el comportamiento de las categorias dentro de las variables que se
analizan.

Como se observa en la tabla 8 y en concordancia con lo anterior referido, la
interaccidn entre muestras y analistas no explica la variacion en el sistema de
medicién. A consideracion del autor este aspecto es un indicador del
funcionamiento adecuado del sistema de medicion, debido a que el efecto que
pudiera presentarse con el cambio de analista no influye de modo significativo en
las mediciones de la actividad enzimética.

Las medias obtenidas por los analistas no indican diferencias significativas, el
valor de p (>0,05) al comparar los resultados constituyé un indicador de
reproducibilidad y repetibilidad del sistema de medicion. Las diferencias
evidenciadas no fueron significativas interanalistas, ni intraanalista al realizar los

ensayos en diferentes dias, como muestra la (Tabla 9).
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Tabla 9. Prueba de comparaciones multiples entre analistas segun dia de ensayo.

Prueba () J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Analista  Analista de medias tip. confianza 95%
(1-J) Limite  Limite
inferior superior
DHS de  Primer Segundo -,0008 ,00118 ,768 -,0037 ,0021
Tukey analista analista
(dia 1) (dia 1)
Tercer -,0004 ,00118 ,933 -,0033 ,0025
analista
(dia 5)
Segundo Primer ,0008 ,00118 ,768 -,0021 ,0037
analista (dia 1)
(dia 2) Tercer ,0004 ,00118 ,939 -,0025 ,0033
analista
(dia 5)
Tercer Primer ,0004 ,00118 ,933 -,0025 ,0033
analista (dia 1)
(dia b) Segundo -,0004 ,00118 ,939 -,0033 ,0025
analista
(dia 1)

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,049E-005.
Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

Los apuntes mencionados se ajustan a las observaciones de Severino et al., ***

Estos autores, consideran que la precision y reproducibilidad se corrobora
mediante la concordancia intra-ensayos (repetibilidad) se realizan tres ensayos
independientes para cada muestra, ejecutados por un mismo analista en distintos
dias (periodo corto). ***

De esta manera, para el analisis de la variabilidad entre ensayos, evaluan tres
diluciones del Estandar 1 en dos ensayos independientes realizados por dos
analistas distintos en diferentes dias (precision intermedia). Para cada caso, se

identifica el coeficiente de variacién porcentual (CV %). ***
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En este orden de ideas, Quaglino et al.,**

asume que los factores influyentes
sobre los tiempos de operacion, son los operarios y los dias en que se efectian
las mediciones. En virtud del criterio de homogeneidad definido, los dias de cada
operario se identifican como cuatro "unidades" distintas, para las cuales la
medicién es efectuada en dos ocasiones. **°

De este modo, los datos se asemejan a los de un disefio factorial anidado con tres
operarios, cuatro unidades dentro de cada operario y dos repeticiones para cada
unidad. La reproducibilidad del sistema en este caso es aceptada si Ry R es
menor del 30 % o si las diferencias entre las medias determinadas entre analistas
y dias diferentes, no son significativas. *

El andlisis de los datos proporcionados por Quaglino et al., *** induce al autor a
considerar la idea de que el método pirogalol-salicilato es reproducible. Esta
afirmacion se basa en los resultados del estadigrafo P (significacion) como se
muestra (Tabla 8) p> 0,05 en todas las determinaciones lo cual se traduce como
un indicador de precision analitica.

Es criterio del autor que, entre los aspectos que se valoran para determinar la
validez analitica de un sistema de medicién se destaca la reproducibilidad y la
precision de los resultados en diferentes dias, puesto que aun en iguales
condiciones de experimentacién los factores ambientales pueden variar de un dia
a otro. De manera similar, diferentes reactivos con el tiempo pueden perder
calidad y estabilidad lo cual podria afectar de manera directa los resultados

obtenidos.
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La determinacion de la actividad enzimatica en cinco muestras diferentes, por
triplicado y llevado a cabo por tres analistas indica que el método es reproducible.
Las mediciones que obtuvieron los analistas en la primera, tercera y cuarta
muestra fueron iguales 0,010 U/mL de actividad enzimatica. Sin embargo, en la
segunda y quinta muestra se observaron variaciones entre las mediciones
proporcionadas por el tercer analista y el resto de los operarios al realizar la
tercera replica. El tercer analista registré6 0,02 U/mL mientras que el resto de
operarios detectaron una actividad de 0,010 U/mL (Grafico 2).

Grafico 2 Reproducibilidad y repetibilidad del método del pirogalol-salicilato para la

determinacion de la LP sérica
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Al evaluar el R&R del sistema de medicion (método pirogalol-salicilato) se constato
repetibilidad y reproducibilidad. Tras el analisis de cinco mediciones por triplicado
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realizado por tres analistas se evidencio que no existian diferencias significativas
entre las medias registradas por cada analista o interanalistas. Sin embargo, se
registraron variaciones en las muestras dos y cinco durante la tercera réplica, pero
por el mismo analista. Esta observacion indica que el analista debe recibir
entrenamiento en el procedimiento para mejorar los resultados del sistema de
medicion que incluye equipo, reactivos, analistas y el procedimiento.

La observacion antes comentada se establece sobre la base tedrica ofrecida por
Escamilla.et al.,**® quienes plantean que el analisis de varianza (Anova) constituye
uno de los métodos mas confiables para determinar la reproducibilidad. Este
analisis tiene las ventajas que las varianzas son estimadas con mayor exactitud,
se adquiere variada informacion sobre la interaccion del operador con la parte que
se mide. Ademas, asume un modelo de efectos aleatorios para todos los factores
o0 componentes de la variacion del sistema (operadores, partes, interaccion e
instrumento).

En consonancia con los comentarios de Escamilla et al., **® el autor Suarez.,™*’
menciona en 2020 que en los laboratorios analiticos los resultados deben ser
examinados en relacion con el grado de variabilidad de los datos. Algunos de los
factores mas comunes que pueden ser unas las causas de variabilidad son: los
equipos de laboratorios, operadores, materiales, temperatura y humedad, entre
otros.

2.2.4. Conclusiones del capitulo

Se concluyd que el método del pirogalol-salicilato resulté valido desde el punto de

vista analitico. Presentd linealidad, especificidad, precision y exactitud analitica.
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En este sentido, fue reproducible por diferentes analistas con alta precision e

incertidumbre ligera, lo cual sugiere que puede emplearse con fines clinicos.
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2.3 Capitulo Il Validacion del desempefio clinico del pirogalol-salicilato

El capitulo aborda aspectos relacionados con la validacion del desempefio clinico
del método pirogalol-salicilato. Se operacionalizan las variables y se determinan
las caracteristicas de desempefio clinico como sensibilidad, especificidad y la
precision diagnostica. Se aplican procedimientos de la estadistica descriptiva e
inferencial para el procesamiento de los datos, los cuales se muestran en gréaficos
y tablas.

2.3.1 Objetivos del capitulo

Objetivo general

» Validar el desempefio clinico del método pirogalol-salicilato

Objetivo especifico

» Determinar las caracteristicas de desempefio clinico del método pirogalol-salicilato

2.3.2 Disefio metodologico

Se realiz6 un estudio observacional, de corte transversal y analitico con medios
diagnésticos. La investigacion se llevd a cabo en el Centro de Inmunologia y
Productos Biolégicos de la Universidad de Ciencias Médicas de Camagley en
colaboracién con el Hospital Oncoldgico Maria Curie en el periodo comprendido de
enero del 2021 a diciembre del 2023.

Definicién de la poblacién y muestra:

Poblacion de estudio: se trabajé con pacientes atendidos por el grupo
multidisciplinario en la consulta territorial de casos nuevos de mama, del Hospital

Provincial Docente Oncolégico Maria Curie de Camagiey en el periodo
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comprendido de enero del 2021 a diciembre del 2023 que cumplieron con los
siguientes criterios de seleccion:

Criterios de seleccion para el grupo de pacientes con CM

Se incluyeron pacientes con CM diagnosticados mediante el método clinico y
citologia por aspiracion con aguja fina, procedentes de la consulta territorial de
casos nuevos de mama que incluye (Camagiiey, Ciego de Avila y Las Tunas). Con
edades comprendidas entre 19-85 afios y de ambos sexos mientras que se
excluyeron de la investigacion pacientes que recibieron tratamiento antineoplasico
en cualquiera de sus modalidades y aquellos en estado de embarazo o durante el
procesos de lactancia.

Criterios de seleccion para el grupo control

Se incluyeron sujetos supuestamente sanos (dispensarizados como grupo 1)
segun el compendio de Medicina General Integral y Programa Nacional del Médico

8

y Enfermera de la Familia,"®® cuyas muestras séricas procedieron del Banco

Provincial de Sangre de Camaguey. Sujetos mayores de 18 y menores de 66 afios
y de ambos sexos, segln lo normado en la resolucién ministerial 101-2008.%°
Mientras que, se excluyeron de la investigacién sujetos en estado de embarazo o
durante el proceso de lactancia.

Las unidades de analisis, muestreo y observacién coincidieron: pacientes

atendidos en la consulta de clasificacion de mama.

Calculo del tamafio muestral: el procesamiento de la informacion se efectud
mediante el software EPIDAT. Se realizé sobre la base de un nivel de seguridad
del 95 %=1,96. Precision deseada del 3 %. Poblacién camagieyana con edades
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comprendidas entre 19-85 afios es de 599 887 habitantes. Tasa de prevalencia de
la enfermedad en el pais de 34 por cada 100 000 habitantes. Tasa provincial 37,8
por cada 100 000 habitantes, lo cual supone que cada afio se diagnostiquen un
aproximado de 227 pacientes.® Supervivencia por CM se estimé un promedio
entre 5 y 10 afios. Prevalencia aproximada del CM en la provincia Camagiey 0,4
%. En el presente estudio se asumi6 una prevalencia del 3,9 %, lo que determiné
un tamafo muestral aproximado del60 sujetos, no obstante, la muestra ascendio
a 167 sujetos. De ellos 85 sujetos con antecedentes de salud y 82 pacientes con
diagndstico clinicopatologico de CM.

Técnica de muestreo: se aplicé un muestreo probabilistico, aleatorio simple para la
seleccion de la muestra, mediante la generacion de numeros random por
computador.

Variables de investigacion

Tabla 10. Operacionalizacion de las variables

Variable Dimensién Tipo de Escala de medicién Indicador
variable
Actividad de la - Cuantitativa  Unidades por mililitros v Media
enzima LP continua (u/mL) v’ Desviacion
0,001-0,05 estandar
v Varianza
v IC 95 %
Validacion del Sensibilidad  Cualitativa v Alta v Frecuenci
desempefio clinica ordinal v Media a absoluta
clinico del v Baja .
método Especificidad ~ Cualitativa v Alta Y’ porcentaje
pirogalol- clinica ordinal v Media
salicilato v Baja
Precision Cualitativa v’ Excelente
diagnéstica ordinal v' Muy buena
v Buena
v Regular
v' Malo
Estado de salud - Nominal v’ Sano v’ Frecuencia
de los sujetos. dicotémica v Enfermo absoluta

v Porcentaje

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

Métodos para el control de la calidad de los datos
73



Se aplico la técnica de enmascaramiento a simple ciega, es decir, los analistas, no
conocian del estado o la procedencia de las muestras a analizar. Se le asigné una
rotulacion numeérica consecutiva a cada muestra y fueron procesadas de forma
aleatoria por distintos analistas durante el proceso de validacion del desempefio
analitico.

Procedimiento

Se debe sefialar que, aunque el objetivo de la investigacion se centro en evaluar la
eficacia del método para el diagndstico temprano de la enfermedad; la finalidad
fue satisfacer una necesidad social de salud como resultado de un problema
(diagnostico tardio del CM). Para ello se asumié un enfoque integral
interdisciplinario y bésico-clinico. EI mismo se puso en practica durante la
ejecucion de cada etapa de la investigacion. La primera etapa transcurrié en los
laboratorios del CENIPBI donde se procesaron muestras para la validacion
analitica del método y primaron los conocimientos de Bioquimica del grupo de
investigadores.

En la etapa posterior se realiz6 la validacion clinica, razén por la cual el
investigador principal se incorporé al grupo multidisciplinario de la Consulta
Regional de Casos nuevos de Mama donde obtuvo las muestras séricas de los
pacientes con CM que cumplieron con los criterios requeridos. En esta ocasion
predominaron los conocimientos de las ciencias clinicas aportados por
especialistas en Oncologia y la Radiologia cuyo escenario fue el Hospital

Provincial Docente Maria Curie de Camagiey.
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Una vez obtenidas las muestras, estas Ultimas fueron procesadas en los
laboratorios del CENIPBI y en la Universidad de Camaguey Ignacio Agramonte
Loynaz. Los resultados fueron luego enviados al grupo multidisciplinario de la
Consulta Regional de Casos nuevos de mama donde fueron valorados de forma
integral con otros analisis para informar al paciente y tomar conductas respecto al
tratamiento.

La determinacion de la enzima LP sérica incluyo varios pasos, primero se citaron
los pacientes con sospecha clinica de CM procedentes de la consulta de
clasificacion a la consulta regional de casos nuevos de mama. Luego se efectud el
examen clinico, imagenoldgico e histolégico por un grupo multidisciplinario de
profesionales. Se indicé la extraccion de sangre para determinacion de LP y se
determind la actividad de esta enzima por espectrofotometria UV-VIS.

La actividad enzimatica se analizd mediante el método de Dupoy 2 con las
siguientes modificaciones: se sustituyd el reactivo guayacol por el pirogalol, se
incorpor6 el reactivo salicilato como inhibidor de la enzima mieloperoxidasa sérica, se
trabajé con un volumen final de ensayo de 500 uL y se utilizé suero sanguineo en
lugar del lacteo.

Se solicitd el consentimiento informado a los sujetos para participar en el estudio.
Una vez obtenido el consentimiento informado, se procedié a la obtenciéon de las
muestras de la siguiente manera:

El suero sanguineo se afadio en frascos viales de un mililitro, que de inmediato se
estacionaron en hielo. Se tomaron muestras entre las 8:00 a.m. y las 10:00 a.m.

Antes de recolectar el suero, se orientd a los seleccionados que se abstuvieran de
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comer y beber durante 12 h. Las muestras de sangre se homogeneizaron y
clarificaron mediante centrifugacion a 3 000 x g durante 10 min a 4 °C. Las
muestras de suero se conservaron a — 30 °C hasta su utilizacion.
En una cubeta de cuarzo se agregaron:
v 200 pL de una solucion de salicilato diluido en tampon fosfato (Na;HPO,)
0,79 M con pH 6,8.
v 100 pL de H,0, de una solucioén de 45 pL de H,Oz al 30 % en 10 mL de
agua destilada.
v 100 pL de pirogalol disuelto en agua destilada 0,04 M y se agregaron 100
pL de suero sanguineo.
De inmediato la mezcla se coloco en un espectrofotometro Rayleigh UV-VIS 16-01
y se realiz6 una cinética enzimatica, las muestras se leyeron a los 20, 40, 60, y 80
min una longitud de onda de 420 nm el coeficiente de absorcion (g) fijado fue de
2640 L/ mol-1 cm-1. La actividad enzimatica se midi6 en unidades por mililitros
(u/mL).
Se determiné la sensibilidad y especificidad diagnostica para evaluar el
desempefio clinico del método diagndstico. >
Se tomaron como referencia los siguientes valores para sensibilidad y
especificidad diagnostica:

v Alta=95 %

v' Media 285 % <95 %

v Baja=75%<85%
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En la tabla 11A,tomada de Caceres > en 2007 se muestra el modo de calcular la
sensibilidad y especificidad. Donde: a = nimero de pacientes con la enfermedad
diagnosticados como "positivos" por la prueba. b = nimero de pacientes sin la
enfermedad diagnosticados como "positivos" por la prueba. ¢ = numero de
pacientes con la enfermedad diagnosticados como "negativos"” por la prueba. d =
namero de pacientes sin la enfermedad diagnosticados como "negativos” por la
prueba.

Tabla 11A. Relacion entre la prueba y el criterio de veracidad para establecer los

valores de sensibilidad y especificidad diagndstica

Pruebas Criterio de veracidad
Enfermo Sano Total
Prueba diagnéstica Positivo a b a+b
Negativo C d c+d
Total atc b+d atb+c+d

Fuente: Caceres >, 2007

En la tabla 11B, tomada también de Caceres °? se muestra el modo de calcular la

sensibilidad y especificidad. Puede apreciarse que cada celda de la figura refleja una

caracteristica que también suele calificarse de la manera siguiente: a = Verdaderos

positivos (VP). b = Falsos positivos (FP).c = Falsos negativos (FN) d = Verdaderos

negativos (VN).

De modo similar en la tabla 11B,tomada Céaceres *2. Relacién entre la prueba vy el

criterio de veracidad para establecer los valores de sensibilidad y especificidad

diagndstica
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Pruebas Criterio de veracidad

Enfermo Sano Total
Prueba diagnostica Positivo VP FP VP+FP
Negativo FN VN FN+VN
Total VP+FN FP+VN VP+FN+FP+VN

Fuente: Tomado de Caceres *?, 2007

Verdaderos positivos VP a
Sensibilidad = = =
Total de enfermos VP+FN a+c
Verdaderos negativos VN d
Especificidad = =

Total de no enfermos VN + FP - b+d
Se determind el valor predictivo positivo para determinar la probabilidad de que los
individuos con una prueba positiva tengan la enfermedad mediante la formula:

Verdaderos positives VP a
Total de positivos  VP4+FP a+b

Valor predictivo positive =

Se determiné el valor predictivo negativo para determinar la probabilidad de que
los individuos con una prueba negativa no tengan la enfermedad mediante las

formula:

Verdaderos negatives VN ~  d
Total de negativos C VN+FN a+d

Valor predictivo negativo =

Se efectu6 el indice de validez o proporcion correcta de aciertos (IV) para
determinar la proporcion de individuos clasificados de forma correcta. En términos
de la tabla 2 x 2 béasica, el indice de validez responde a la siguiente formula:

indice de validez = Verdaderos positivos + Verdaderos negativos/Total de sujetos

IV=VP+VN/Total = a+d/a+b+c+d
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Se efectud, ademas, indice de Youden o version 2 de la probabilidad corregida de
detectar enfermedad (1J) para determinar la diferencia entre la tasa de verdaderos
positivos y la de falsos positivos.

Criterio de aceptacion: 1J > 0

Se ejecutd la razén de verosimilitud (RV) como indicador de desempefio de la
prueba diagnoéstica. La razon expresO cuantas veces mas probables es que el
prueba sea positivo en los enfermos que en los no enfermos.

RV+=S/1-E

Criterio de aceptacion: >0

Como indicador de eficacia del método del pirogalol se realiz6 una curva de
caracteristicas operativas del receptor (ROC, por sus siglas en inglés Receiver
Operating Characteristic). Se establecié un punto de corte en 0,008 U/mL de
actividad enzimatica. Intervalos de valores de la curva ROC y su interpretacion:
Muy malo (50 %); Malo (50-60 %); Regular (60-75 %); Bueno (75-90 %); Muy
bueno (90-97 %); Excelente (97-100 %).

Criterio de aceptacion: valores entre 0,75-1 (75-100 %)

Técnicas y procedimientos para la recoleccion de datos

Los datos fueron obtenidos a partir de fuentes primarias (sujetos de investigacion).
Se empled el método clinico en conjunto a la biopsia por aspiracion con aguja fina
(CAAF) para analizar los tejidos y establecer el diagnéstico de CM. La observacion
cientifica permiti6 el registro de la actividad enzimatica medida por
espectrofotometria UV-VIS auxilidandose de un espectrofotbmetro Rayleigh UV-VIS

16-01. Los datos fueron vertidos y codificados en una base de datos en Excel para
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su posterior analisis en el procesador SPSS 21 (SPSS por sus siglas del inglés
Statistical Package for the Social Sciences) version 21 para Windows.

Andlisis estadistico de los datos

Se trabajo con el procesador SPSS 21. Se aplicaron las pruebas Kolmogorov-
Smirnov con la correccion Lilliefors para determinar si el conjunto de datos se
ajustaba a una distribucion normal. De la estadistica descriptiva se determinaron
medidas de tendencia central y medidas de dispersion (desviacion estandar,
varianza, coeficiente de variacion) para datos cuantitativos, mientras que los
porcentajes, frecuencias absolutas, indices y proporciones se aplicaron para
resumir datos cualitativos.

La prueba T Student se empled para identificar la existencia de diferencias
significativas en las medias de actividad enzimatica entre el grupo de pacientes
con CM y el grupo control. Se trabajé con un nivel de confiabilidad del 95 % y una
significacién de 0,05.

Se aplicé la prueba Chi cuadrado para determinar la asociacion entre la actividad
enzimatica aumentada y el diagnostico histopatologico de CM. Para determinar la
magnitud de la asociacion se realizaron los coeficientes de correlacion V de
Cramer y de contingencia. Cuando més del 20 % de las frecuencias esperadas fue
inferior a cinco o algunas de estas fue inferior a uno, no se realizé la prueba. En
ese caso se redujo la tabla de contingencia a una tabla de 2 x 2 y se aplico la
prueba exacta de Fisher.

Se empled la regresion logistica binaria para determinar la relacion entre la

variable predictora actividad LP y la variable estado de salud de los sujetos a
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través de un modelo prondstico. Se trabajo con un nivel de significacion inferior a
0,05y la confiabilidad del 95 %.

2.3.3. Andlisis y discusion de resultados

2.3.3.1 Determinacién de las caracteristicas clinicas del método pirogalol-salicilato
La sensibilidad del método pirogalol-salicilato fue de 76,84 % con un intervalo de
confianza de 66,62 a 84,63 %. Mientras que la especificidad fue del 65,88 % con
un intervalo de confianza entre el 55,31 y 75,08 % (Tabla 12).

2.3.3.1.1 Tabla 12. Sensibilidad y especificidad diagnéstica del método del

pirogalol-salicilato

Punto de Sensibilidad 95 % ClI Especificidad 95 % CI Razon de

corte % % verosimilitud
> 0,003155 98,78 93,41 % a 12,94 7,382 % a 1,135
99,94 % 21,70 %
> 0,009470 76,83 66,62 % a 65,88 55,31 % a 2,252
84,63 % 75,08 %

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

La alta sensibilidad de la prueba se debe a varios factores entre ellos al método de
determinacién de la LP que es un método espectrofotométrico, sencillo y directo
que permite detectar y cuantificar la actividad enzimatica. ?* La enzima LP se
produce en las células acinares de la mama, por ende un aumento en el nimero
de células se relaciona con el incremento de la enzima y de su actividad. 2

Es criterio del autor que la sensibilidad adecuada de la prueba también puede ser
resultado de la seleccién del punto de corte. En relacion con el objetivo que se
persigue al desarrollar una prueba diagndstica, ya sea para detectar la mayor
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cantidad de enfermos o de sanos posibles el punto de corte se puede modificar.
Como resultado de puntos de cortes diferentes se obtienen disimiles valores de
sensibilidad y especificidad, es tarea del investigador basandose en los datos de la
clinica encontrar el punto 6ptimo para llevar a cabo la validacién de la prueba
diagnéstica.

Los apuntes de Galo et al .,**

indican que el diagnéstico temprano de CM se
puede realizar mediante la identificacion de biomarcadores a través de la técnica
de biopsia liquida con alta sensibilidad y especificidad. Los datos provienen de una
revision sistematica que incluye 136 articulos e implica la participacion de 17 709
pacientes con CM. El 95,6 % de los estudios son de casos y controles, de estos
96,3 % de las biopsias liquidas corresponden a muestras de sangre periférica
donde el biomarcador mas analizado es el microARN. ***

El autor considera que la biopsia liquida es conveniente para los pacientes, pues
resulta una técnica no invasiva, caracteristica que comparte con el método
pirogalol-salicilato que se investiga. Otra ventaja respecto a biomarcadores como
el CA- 15-3 o el CEA es que se puede emplear para el diagndstico temprano de la
enfermedad. Sin embargo, la escasa asequibilidad para paises subdesarrollados
lo convierte en una técnica poco sostenible.

Entre los factores de riesgo que contribuyen a la aparicion del cancer se destaca
la inflamacién crénica a nivel del tejido mamario mediada por quimiocinas. **?
Sobre la base de este conocimiento se evalua la utilidad clinica del empleo de la

quimiocina 12 o factor 1 derivado de células del estroma (CXCL12, por sus siglas

del inglés chemokine 12 como biomarcador de diagnéstico temprano en el CM. %2
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El estudio incluye 100 pacientes con CM en estadios temprano y 100 con
diagnéstico negativo de cancer (control) y se evalla de forma comparativa los
niveles séricos de CXCL12 y CA15-3. 142

Motyka et al., 2

constatan valores de CXCL12 superiores en pacientes con
cancer en estadios tempranos al compararlos con el grupo control. Por otro lado,
como biomarcador diagnostico CXCL12 muestra una sensibilidad (79 %),
especificidad (82 %), valor predictivo positivo (89,72 %), valor predictivo negativo
(80 %), precision diagnostica (80 %) y poder diagnéstico (AUC = 0,8196). Estos
datos superan los obtenidos con el biomarcador CA 15-3 (58 %; 72 %; 80,56 %;
46,15 %, 62,67 %, 0,6434, en consecuencia) y la combinacibn de ambos
biomarcadores mejora la sensibilidad de la prueba diagnéstica. **2

Sin embargo, al comparar los datos obtenidos en esta investigacion con los
proporcionados con el estudio de validacion del método del pirogalol-salicilato se
puede deducir que el método basado en el biomarcador LP es mas preciso,
sensible y con un poder diagndstico superior que el empleo de CXCL12 solo, o el
biomarcador CA15-3 solo. No obstante, la combinacion de estos ultimos aumenta
la precision de la prueba. Las evidencias registradas en estudios previos indican
que la combinacion de biomarcadores incrementa la sensibilidad y el poder
predictivo de la prueba, por lo que a criterio del autor la combinacion del
biomarcador LP y CXCL12 pudiera ser de mayor utilidad clinica que cada
biomarcador independiente.

La busqueda de biomarcadores para diagnostico temprano, constituye una

prioridad para la ciencia. En esta direccion se investigan la metilacion del acido
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desoxirribonucleico (AND) en sangre total, pero sin resultados prometedores hasta
la fecha mencionan Guan et al. **® Una revisién sistematica que incluye 33
estudios donde se analizaron biomarcadores de metilacién para el diagndstico
temprano del cancer evidencio que la mayoria de estos biomarcadores presentan
una sensibilidad modesta poco mayor del 40 % y especificidad del 75 %. Razén
por la cual no estan validados para esta indicacién. **3

En relacibn con este tema, se realizan estudios de perfil metabdlico con la
finalidad de encontrar nuevos biomarcadores para el diagndstico temprano del
CM. Una investigacion basada en acople de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography) con
espectrometria de masa (MS), permitié el analisis del suero de 39 pacientes con
CM y un grupo control de 31 sujetos sanos detectandose 232 metabolitos
enddgenos. Como resultado los mejores biomarcadores incluyen acilcarnitinas
(AC) y acido 9,12-linoleico. La combinaciéon de los biomarcadores presenta una
sensibilidad del 83 % y una especificidad del 81 %, con una area bajo la curva
(AUC, por sus siglas del inglés area under curve de 0,839 (intervalo de confianza
del 95 %, 0,811-0,867) seguin apreciaciones de Kozar et al. ***

Al analizar estos resultados se deduce que el método del pirogalol-salicilato
presenta una eficacia diagnostica similar a los biomarcadores detectados por
espectrometria de masa, para el diagnéstico temprano del CA. Sin embargo, el
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autor considera que el procedimiento propuesto por Kozar et a es poco

sostenible en las condiciones economicas actuales de Cuba, pues la
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espectrometria es un procedimiento complejo, requiere personal especializado y
reactivos caros.

Otros esfuerzos en la busqueda de biomarcadores eficientes se centran en los
autoanticuerpos (AA) séricos contra, varios antigenos tumorales. Una experiencia
llevada a cabo para investigar la utilidad clinica de los autoanticuerpos como
biomarcadores de diagnéstico temprano sugiere resultados poco alentadores, asi
lo aprecian Rauf et al. **° La mayoria de los anticuerpos detectados hasta la fecha
presentan poca sensibilidad. Para contrarrestar esta limitacion se desarrollan
paneles de autoanticuerpos por medio de los antigenos tumorales: (p53, c-MYC,
HER2, NY-ESO-1, BRCAL, BRCA2 y MUC1). **

Las sensibilidades de los autoanticuerpos individuales generados frente a los
antigenos citados con anterioridad se encuentra entre 8 - 34 % de tumores
primarios de la mama y la especificidad es del 91 al 98 %. No obstante, al
emplearlos combinados 64 % de los pacientes evidencian aumento de al menos
uno de los seis autoanticuerpos con una especificidad del 85 %. **

Estos resultados son poco eficientes si se comparan con el biomarcador LP cuya
sensibilidad diagnéstica individual supera el 75 %, con un intervalo de confianza
que puede llegar hasta el 85 % lo que significa que es capaz de detectar a 8 de
cada 10 personas con CM de modo aproximado. A opinién del autor la baja
sensibilidad de los anticuerpos se debe a la variabilidad biologica interindividual
que determina la intensidad con la cual el sistema inmunoldgico reaccionara con

los antigenos tumorales y generara los autoanticuerpos.
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En otro orden de ideas, se evidencia la importancia del desarrollo e
implementacion de métodos para el diagndstico temprano del CM. ElI método del
pirogalol-salicilato basado en el biomarcador LP sérica parece ser una alternativa
sostenible y eficiente para las condiciones econdmicas actuales de Cuba. Al
compararlo con varios biomarcadores validados y en estudio muestra superioridad
en cuanto al poder diagnéstico, razén por la cual se debe potenciar su
generalizacion y aplicacion en la préactica clinica.

La eficacia del método para el diagndstico del carcinoma de mama, se ajusta al
76,83 % con un intervalo de confianza entre el 66,62 % y 84,63 %. Siete de los
nueve resultados (predicciones) se encuentran por encima de la linea de no-
discriminacion. (Grafico 3).

2.3.3.1.2 Gréfico 3. Curva ROC para el método del pirogalol-salicilato
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El CM constituye un problema de salud para las mujeres iraquies, en los ultimos
afos esta enfermedad ha incrementado su frecuencia en esta poblacién. Por lo

que Hussein et al.,’* investigan el monitoreo de proteinas séricas como la
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aromatasa y CA15-3; con la finalidad de evaluar precision de estos biomarcadores
para el diagndstico y prondéstico del CM pues la deteccién oportuna contribuye al
retraso de metastasis y reduccién de la mortalidad. **°

La investigacion incluye 159 pacientes de ellos 50 presentan tumores benignos de
mama (grupo control). Los resultados sugieren que existe una correlacion positiva
entre los niveles de aromatasa y CA15-3 y que existen diferencias significativas (p
< 0,001), entre las medias de concentracion de aromatasa entre el grupo de
pacientes con CM vy el control. Ademas, el empleo de aromatasa y CA15-3
parecen ser excelentes predictores por ROC con una precision de 93,3 % y 88,3
% en correspondencia. La combinacion de ambos biomarcadores incrementd la
sensibilidad por encima del 95 %. 4

Los resultados de esta experiencia se encuentran en concordancia con los
obtenidos en la actual investigacion donde se demuestra que el método del
pirogalol-salicilato presentd sensibilidad y eficacia diagndstica. A consideracion del
autor todo biomarcador que demuestre alta precision para el diagnostico temprano
del CM debe ser empleado en la practica clinica por el impacto positivo sobre el
indicador mortalidad. Tanto el biomarcador aromatasa como el método del pirogalol-
salicilato son eficaces, sin embargo, se debe investigar sobre la disponibilidad,
accesibilidad y costo de ambos en el contexto econémico actual del pais Cuba para
la toma de decisiones de sus usos.

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son un grupo de enzimas que juegan un
papel fundamental en el proceso de carcinogénesis. Estas enzimas tienen la

funcién de degradar la matriz extracelular y la lamina basal, lo cual contribuye a
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los procesos de invasion y metastasis de las células cancerigenas. Por lo anterior
se evalla la utilidad clinica de las MMP-3 y MMP-7 en el diagndstico temprano del
CM por tawicki et al. *#’

Se analizan un total de 100 pacientes con CM en estadios tempranos y se incluye
un grupo control. Las MMP se determinan mediante el método de ELISA y el
biomarcador CA15-3 por citometria de inmunoafinidad. Como resultado se
encuentran diferencias significativas entre el grupo con CM y el grupo control, la
media de la concentracion de MMP alcanza un nivel superior en el grupo con CM.
Al analizar el area bajo la curva ROC, el biomarcador MMP proporciona un valor
de 0,68 lo cual indica que es un biomarcador poco preciso para la indicacion
investigada. **’

Los apuntes de la presente indagacion no se encuentran en concordancia con los

147 pues el método del pirogalol-salicilato

proporcionados por tawicki et al.
presenta una precisién diagnostica superior al biomarcador MMP. En opinion del
investigador las discrepancias encontradas en cuanto a la eficacia de ambos
estudios pueden deberse a las caracteristicas intrinsecas de los biomarcadores.
También considera que la baja eficacia y sensibilidad clinica de las MMP trae
como consecuencia diagnoésticos imprecisos y por tanto dafios al paciente, por lo
que no aconseja su empleo como biomarcador de diagnéstico temprano de la
enfermedad.

Al estudiar 282 pacientes con CM y 87 sujetos sanos (control), He et al., **®

determinan como finalidad validar la utilidad clinica del acidos ribonucleicos largos

no codificantes (INcCRNA) T376626 como biomarcador sérico diagnostico y
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pronéstico del CM en estadios tempranos. Se determina la expresion de este
biomarcador mediante micromatriz aplicada a todo el genoma. **®

Como resultado los autores **® encuentran valores de LncRNA T376626 mas altos
en las muestras de los pacientes enfermos. Los niveles superiores del
biomarcador se asocian de manera positiva con una etapa de diferenciacion
patolégica mas avanzada. El area bajo la curva del IncRNA T376626 en suero fue
de 0,842 lo cual induce a pensar que podria ser un buen biomarcador diagndstico
para el CM. 148

Los resultados obtenidos al emplear INcRNA T376626 como biomarcador son
alentadores. Al comparar el poder diagndstico que exhibe este ultimo biomarcador
con el método pirogalol-salicilato se puede constatar que ambos resultan eficaces.
Sin embargo, la estructura molecular (ARN) del biomarcador difiere de la mayoria
de los biomarcadores mas empleados que son de naturaleza proteica. A
consideracion del autor este aspecto debe tenerse en cuenta debido a la baja
estabilidad del ARN, lo cual pudiera influir en las concentraciones y por ende en la
determinacién y valor clinico del biomarcador IncCRNA T376626.

Del mismo modo, los argumentos obtenidos al evaluar la eficacia del biomarcador
LP también se ajustan a los datos de sensibilidad, especificidad del biomarcador
microARN (miR-34a) 0,880 y 0,593 en correspondencia, y el area bajo la curva
ROC fue 0,78. **° Lo cual indica que el biomarcador de naturaleza nucleotidica
presenta poder diagndstico inferior al biomarcador LP sérica. Sin embargo, sefialan

149
L.,

Shaaban et a gue podria emplearse como un biomarcador no invasivo para

evaluar la respuesta de los tumores malignos de mama a la quimioterapia.
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Kawsar et al.,**® en Bangladeth evaltan la eficacia de los biomarcadores CA15-3 'y
el CEA para detectar recurrencia del CM proporcionan como resultado que, la
combinacion de ambos biomarcadores puede ser de utilidad clinica en este grupo
de pacientes. Se emplean los puntos de corte (limite: 5 ng/mL) para el CEA y el
CA15-3 (30 U/mL). La sensibilidad y especificidad de CEA y CA15-3 resulta en
22,22 %, 82,9 % y del 66,7 %, 75,6 %, en este orden, mientras que, en
combinacion la sensibilidad aumenté 6,25 %.**° el AUC, fue 0,62, 0,82 y 0,88 para
CEA, CA15-3 y combinacién, en correspondencia. **°

Al analizar los resultados obtenidos en esta experiencia se puede constatar que de
forma independiente el poder diagnéstico de CEA y CA15-3 es bajo, mientras que
la combinacion lo incrementa. Sin embargo, al comparar los resultados de
sensibilidad y eficacia diagnostica con los obtenidos con el método del pirogalol-
salicilato este ultimo es superior.

A criterio del autor, los biomarcadores CEA y CA15-3 solo deben emplearse para
el seguimiento, evaluacion de la respuesta a la quimioterapia de la enfermedad.
No se aconseja el empleo como biomarcadores de riesgo o de diagndstico
temprano por la baja eficacia diagndstica.

Hoy dia, el empleo de la inteligencia artificial (IA) juega un papel protagonista en
todas las esferas de la sociedad incluidos los servicios de salud. La eficacia
combinada de una red neuronal e Inmunohistoquimica (IHQ) en comparacion con
IHQ convencional indica mejores resultados para la primera estrategia asi lo

indican Shamai et al.*®*
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Los autores, *** investigan la expresién molecular de 19 biomarcadores incluido el
receptor de estrégeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y (HER?2).Se predice
la expresiéon de ER en 105 de 207 que representa el 50,7 % y 1059 de 2046
pacientes en la cohorte 2 (51,8 %), con VPP del 97 % y 98 %, en correspondencia
VPN del 68 % y 76 %, en ese orden, mientras que la precision alcanza el 91 y 92
%, en consecuencia. En este orden de ideas, estos datos superan a la IHQ
tradicional cuya precisién se encuentra 81-90 %).*>*

El autor, razona que los datos obtenidos en relacién con el poder diagnéstico en
esta experiencia son superiores a los reportados con el método del pirogalol-
salicilato que muestra precision por encima del 85 %. Una posible explicacién para
los resultados de la IHQ y red neuronal se sustenta en que esta Ultima constituye
una herramienta de la inteligencia artificial, la cual tiende a reducir el error humano
durante los procedimientos de analisis.

Dentro de este marco, sobre la base de los beneficios de la IA, el empleo de esta
tecnologia en combinacion con el método del pirogalol-salicilato podria mejorar la
precision de esta ultima prueba para el diagnostico temprano del CM a un costo
inferior que en combinacion con otros biomarcadores tumorales séricos.

Del total de 85 muestras procedentes de sujetos controles, 56 muestras
presentaron actividad enzimatica normal y 29 mostraron un aumento de la
actividad. Mientras que, de un total de 82 muestras positivas, en 65 se encontro
aumentada la actividad de la LP sérica. Los resultados sugieren que al igual que

otros biomarcadores inespecificos de tejido empleados en la clinica, el
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biomarcador LP sérica puede generar falsos positivos y negativos en menor
cuantia. La prueba exacta de Fisher mostrd una significaciéon de 0,000 (Tabla 13).
2.3.3.1.3 Tabla 13. Asociacion entre el resultado del método clinico y la CAAF con

la actividad enzimatica LP sérica

. Prueba Sig. Exacta
Actividad Resultado del método chi-cuadrado de Fisher
enzimatica clinico y la CAAF Sig. FEéﬁg’:’a de Coeiij%iente
(bilateral) contingencia
Positivo Negativo Total
0,000 0,000

Aumentada 65 29 94
Normal 17 56 73
Total 82 85 167

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

Santana y Cambal ' sefialan que los biomarcadores inespecificos tienen la
caracteristica de aportar a los resultados un porcentaje variable de falsos positivos
y falsos negativos. La presencia del biomarcador inespecifico tanto en tejido
normal de diferentes 6érganos, como en tejido maligno determina que procesos
inflamatorios, infecciosos, tumorales, fisiolégicos vy fisiopatoldégicos puedan
modificar las concentraciones de un determinado biomarcador en el momento que
se evalia. *°

Por otro lado, la validacion del método emplea como prueba de referencia el
Método clinico y CAAF, esta ultima con una sensibilidad variable entre el 85 % y
95 %, lo que sugiere la posibilidad de asumir algunos individuos como sanos
cuando en realidad no lo son. ** Como consecuencia se sobreentiende que si se
emplea la CAAF para validar otra prueba diagndstica se corre un riesgo de

proporcionar un porcentaje de resultados incorrectos.
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Los resultados indican que una parte de los pacientes enfermos presentaron
actividad enzimatica entre los valores normales, mientras que en el grupo control se
registraron en varios sujetos cifras elevadas de actividad LP. A criterio del autor
estos acontecimientos son resultado de las caracteristicas intrinsecas de los
métodos diagnosticos ademas de variables fisioldgicas y fisiopatoldgicas de los
sujetos en estudio.

El método del pirogalol-salicilato al basarse en un biomarcador sérico inespecifico
(LP) puede presentar valores altos de actividad de la enzima en procesos no
malignos como traumatismos en las mamas, mastitis e incluso procesos benignos
donde se encuentre comprometida la integridad de la membrana basal.

La regresion logistica para la variable predictora actividad enzimatica destaca el
valor del gradiente (B)= 159,8. El valor de Wald fue de 32,18 y el nivel de
significacién estadistico (p=0,00). La exponente beta (Exp B) fue de 2,44 y el
modelo prondstico presentd un nivel de acierto del 78,4 %.

2.3.3.1.4 Tabla 14. Regresion logistica binaria para la variable predictora (actividad

enzimatica)
Variable predictora B E.-T. Wald gl Sig. Exp Prondstico
(B) Correcto del
modelo
Paso Actividad 159,7 28,16 32,18 1 ,000 2,45 78,4 %
12 enzimatica

Constante 2,214 379 34,11 1 ,000 ,109
a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Ambos.
Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

Al analizar la tabla es evidente que el valor de Wald no contiene ceros, al

contrario, es positivo para la variable predictora actividad enzimatica. Este dato
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sugiere que la variable predictora explica el 78,4 % de los resultados del modelo.
Sin embargo, no basta con interpretar el valor de Wald, sino también la
significacion estadistica la cual debe ser menor de 0,05. Por ultimo, al interpretar
los exponentes de beta (Exp(B)), que no son mas que los Odd Ratios se pode
deducir que aquellos pacientes que presentan mayor actividad sérica de la enzima

LP tienen 2,45 veces mas posibilidad de desarrollar CM.

Por lo anterior sefialado el autor considera que el biomarcador LP puede ademas
ser empleado en el diagndéstico precoz del CM. Esto supone su aplicacion en
pesquisas para poblacidon sana de riesgo. No obstante, se recomienda dirigir

futuros estudios hacia esta posible aplicacion.

Los datos expuestos con anterioridad se encuentran en consonancia con los
apuntes de Irigoyen et al., *** los cuales al analizar las diferencias pronésticos en
funcién de tres grandes subgrupos (LuminalA,LuminalB y HER2+), los resultados
revelan diferencias significativas en el prondstico de los distintos subtipos
moleculares de CM, esto evidencia la relacién entre los biomarcadores y el

pronéstico del CM. ***

La media de la actividad enzimatica en las muestras de sujetos controles fue de
0,008 U/mL, mientras que en el grupo de enfermos diagnosticados mediante el
meétodo clinico y CAAF fue superior (0,034 U/mL). Se encontraron diferencias muy

significativas entre grupos, p=0,000 (Tabla 15).
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2.3.3.1.5. Tabla 15. Actividad enzimatica media segun resultado del método clinico

y CAAF
Resultado N Media Desviacion Intervalo Sig.(bilateral)
del tip. de Varianzas
meétodo confianza iguales y
clinico y al 95 % diferentes
CAAF
Sano 85 0,008 0,005 0,007- 0,000
0,009
Enfermo 82 0,026 0,020 0,022- 0,000
0,030

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor.

Entre los resultados de la presente investigacibn se destaca la existencia de
diferencias significativas en la media de actividad enzimatica a favor de las
muestras procedentes de pacientes enfermos al compararlas con el grupo control.
También resulta remarcable la existencia de una fuerte asociacion entre la
actividad enzimatica aumentada y el diagnéstico de cancer. Lo cual sugiere que
estas variables se encuentran relacionadas.

Esta experiencia resulta pionera en el empleo del biomarcador LP sérica para el
diagndstico del CM, motivo que justifica la no alusion a otros estudios al respecto
al momento de analizar y contrastar los resultados. Sin embargo, otros
biomarcadores de naturaleza (biomarcador tumoral sérico) similar a la LP como el
CEA y CA15-3 experimentan un aumento de sus concentraciones en relacion con
la masa tumoral.

A criterio del investigador el comportamiento desigual de la actividad LP en los
casos Yy controles es resultado de las caracteristicas proliferativas de los tumores

malignos. El aumento en las mitosis caracteristicas en células malignas, genera
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una mayor masa celular con capacidad de producir mas proteinas (LP). Por otro
lado, la division celular en células normales se lleva a cabo de manera estable y
regulada, motivo que determina niveles adecuados de actividad LP en sujetos
sanos.

El investigador infiere sobre la base de los datos analizados con anterioridad que
las diferencias en cuanto a actividad enzimatica entre sujetos sanos y enfermos,
contribuyen a establecer los valores normales y alterados del biomarcador.
Constituye por consiguiente el elemento basico para el desarrollo del método del
pirogalol-salicilato sustentado en esta enzima cuyo costo supone beneficios
econdémicos para el sistema de salud.

2.3.3.1.6. Efecto social y psicoldgico del método pirogalol-salicilato

El costo de la prueba biomarcador LP por paciente fue $ 17.47 USD, lo que
equivale a $ 419.61 CUP. Mientras que el costo de la prueba biomarcador Ca 15-3
segun la literatura consultada se encontré entre $ 499-540 USD en laboratorios
registrados y certificados fuera del pais,* lo que representa $ 12,960 CUP si el
cambio de moneda se efectia a $ 1,00 USD por $ 24,00 CUP.**® El efecto
econdémico del biomarcador LP sérica en relacion con Ca 15-3 fue de $ 12,540

CUP.
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Tabla 16. Precio de la determinacion de biomarcadores séricos para diagnostico

Biomarcador Precio de Precio de Efecto econémico del
la prueba la prueba biomarcador LP sérica
por por por paciente en CUP
paciente en paciente en
USD CUP
Ca 15-3 +++ $ 499*- 540* $12,960 $12,540
Ca 27-29 ++ $ 82 $1,968 $1548.39
CA 125 ++ $ 18- 479* $11,496 $11,076.39
CEA + $ 14- 399* $9,576 $9,156.39
LP sérica ++++ $17.47 $419.61 -

de CM por cada paciente.

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor

Leyenda: Laboratorios ® (*) ; Precision diagnéstica (+)

Los resultados sugieren que el empleo del biomarcador LP presenta un efecto
econdémico favorable sobre el Sistema de Salud Cubano, puesto que el costo no
supera el valor de $ 420 CUP. Por otro lado, la realizacion del analisis por paciente
con el biomarcador Ca 15-3 se encuentra entre 400-600 USD en laboratorios
extranjeros lo cual resulta un gasto considerable si se tiene en cuenta la alta
incidencia del CM. **°

Otros biomarcadores que se emplean en el estudio de la enfermedad como: Ca
27-29, CA 125 y CEA también resultan menos econdmicos que el biomarcador LP,
puesto que el costo del andlisis asciende a valores entre (80 — 400 USD). **°
Ademas, su sensibilidad es similar al biomarcador Ca 15-3. % Estos datos

sugieren que el biomarcador en estudio es mas econémico que los disponibles en

el mercado accesibles a Cuba.
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El autor defiende el criterio de implementar el biomarcador LP sérica basado en el
meétodo pirogalol-salicilato para el diagndstico temprano del CM , pues su efecto
econdémico supera los 12, 000 CUP por paciente y resulta mas preciso para esta
indicacion meédica. Se debe sefialar que el biomarcador en estudio brinda
soberania tecnoldgica lo que se traduce en mayor accesibilidad y asequibilidad
social a la prueba.

En conjunto al efecto econémico, el método presenta valor diagnostico, lo cual se
considera indispensable para su implementacion en instituciones de salud
cubanas. El indice de validez de la prueba fue de 72, 46 % con un intervalo de
confianza entre 65,38-79,53 %. El valor predictivo positivo se encontré entre 59-79
% (Tabla 17).

Tabla 17. Validez del método pirogalol-salicilato para diagndstico temprano de CM.

Valor IC (95%)

Sensibilidad (%) 79,27 69,88 88,65
Especificidad (%) 65,88 55,22 76,55
indice de validez (%) 72,46 65,38 79,53
Valor predictivo + (%) 69,15 59,28 79,02
Valor predictivo - (%) 76,71 66,33 87,09
Prevalencia (%) 49,10 41,22 56,98
indice de Youden 0,45 0,32 0,59
Razdén de verosimilitud + 2,32 1,69 3,19

Razdén de verosimilitud - 0,31 0,20 0,49

El CM constituye un reto para la sociedad y los sistemas de salud, debido a su alta

incidencia y efecto psicoldgico. Un criterio internacional consensuado es la falta de
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infraestructuras, y recursos que condicionan un rezago en la deteccion temprana
del CM. **” De este modo los resultados que se reflejan (Tabla 18) contribuyen a la
solucion de la problematica que se analiza. Debe sefialarse que el desarrollo de
una prueba con un indice de validez adecuado, supone una alternativa mas a la
satisfaccion de una necesidad social de salud, pues se diagnostican mas
individuos de manera oportuna.

La realizacion de la prueba no requiere de equipos y reactivos costosos lo cual
permite que pueda efectuarse en la Atencion Primaria de Salud (policlinicos), de
modo que esta tecnologia se acerca a la comunidad. En consecuencia se
incrementaria el ndmero de individuos estudiados con factores de riesgo o
sintomas asociados al CM.

158 recalcan las

Desde la perspectiva psicologica, Thomas y Saborio
consecuencias del diagnéstico y tratamiento tardio del CM que, incluye trastornos
emocionales por la funcién del busto para la estética femenina, la funcién biolégica
durante la reproduccién; asi como los nocivos efectos en la vida sexual, familiar y
social. De lo anterior se vislumbra la importancia de disponer de métodos para el
diagndstico oportuno de este flagelo social.

Por lo que, el autor asume que lo resultados obtenidos (Tablas 16 y 17) tienen
efectos sensibles no solo en la economia de los sistemas de salud sino también
en el funcionamiento emocional de las familias afectadas por el CM. Un
diagnaostico y tratamiento temprano resultan en consecuencias menos traumaticas

que la mastectomia o la pérdida de un familiar. Desde otro punto de vista, la

implementacion del método pirogalol-salicilato humaniza el diagndéstico temprano
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de pacientes con CM. Se debe sefalar que, métodos como la biopsia y la
mamografia resultan traumaticos para los pacientes desde la esfera psicolégica ya
gue supone la exposicion de zonas intimas y traumas directos sobre las mamas.
11, 12

Rodriguez et al., ** plantean que existen determinantes sociales que pueden
influir sobre la etiologia y diagndstico del CM. EIl bajo nivel adicional, adquisitivo
(pobreza) se han asociado al diagnostico y tratamiento tardio del CM. También las
politicas de estado y la accesibilidad a los servicios de salud constituyen
determinantes identificados. '°° A criterio del autor, la presente investigacion
proporciona una prueba valida (tabla 17) para el estudio de los sujetos en estadios
tempranos que al compararla con la disponible (Ca 15-3) resulta superior desde el
punto de vista clinico y de asequibilidad social a este servicio de salud.

Luego del analisis critico de esta investigacion se evidencié no solo el enfoque
social de la misma, sino también el encadenamiento y perfeccionamiento de
procesos desde la universidad hacia la asistencia médica y viceversa. En
consonancia con las politicas actuales del estado que fomentan la integraciéon
entre estos actores de la sociedad para satisfacer desde la ciencia e innovacién
las necesidades de la poblacién segtn consideraciones de Triana et al., **°

2.3.4 Conclusiones del capitulo

Los biomarcadores tumorales séricos disponibles para uso clinico resultan mas
eficaces para el seguimiento y prondéstico de la enfermedad que para diagndstico
temprano por lo que se precisa de nuevas alternativas. EI método pirogalol-

salicilato basado en el biomarcador lactoperoxidasa sérica mostro sensibilidad y
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validez diagndstica. La precision clinica fue alta lo cual sugiere su posible utilidad
clinica para el diagnéstico temprano de cancer de mama. Los pacientes en
estadios tempranos de la enfermedad registraron una media alta de actividad
lactoperoxidasa en comparacion con los sujetos sanos. Ademas, el método

presenta efecto econémico, social y psicologico para los pacientes.
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3. Conclusiones

v El método pirogalol-salicilato permiti6 la determinacion de la actividad
lactoperoxidasa sérica de forma rapida y directa, de modo que esta Ultima se
convirti6 en un biomarcador preciso para el diagnostico temprano de pacientes
con cancer de mama.

v' La actividad de la enzima lactoperoxidasa sérica presenté diferencias
notables en sujetos con diagndstico de cancer de mama en comparacion
con los valores registrados en sujetos aparentemente sanos. Asi pues, se
evidencid una asociacion de esta afeccion de salud con el aumento de la
actividad sérica de la enzima y no asi con su disminucion.

v" El método pirogalol-salicilato para el diagndstico temprano de pacientes con
cancer de mama mostrg precision analitica y clinica adecuada. Desde una
perspectiva mas general, el costo de la prueba por sujeto fue bajo en
comparacion con otros biomarcadores empleados en Cuba, con un efecto

social y psicolégico positivo para los pacientes.
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4. Recomendaciones

v' Fomentar el desarrollo de investigaciones donde se evalle la efectividad
diagnoéstica del biomarcador lactoperoxidasa en combinacién con otros
biomarcadores tumorales séricos.

v" Implementar el método del pirogalol-salicilato en la consulta de casos
nuevos de mama del Hospital Provincial Docente Oncoldgico de Camaguey

v' como un método complementario al examen fisico para el diagnéstico

temprano del cancer de mama.
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6. Anexos
Anexo 1. Modelo de consentimiento informado
El presente documento es parte de un estudio de evaluacion de tecnologia sanitaria.
Este estudio es promovido por la Universidad de Camagiey y el Centro de
Investigaciones y Productos Bioldgicos (CENIPBI), de la Universidad de Ciencias
Médicas de Camagiey, Cuba. El documento lo recibo antes de ser sometido a
cualquier proceder de tipo médico, relacionado con el estudio.
Mi médico de asistencia me ha brindado una amplia informacién con relacién al
estudio que me propone y me ha permitido hacer todas las preguntas que me han
surgido, en funcion de aclarar mis dudas al respecto.
El propdsito de este estudio es evaluar la eficacia del método pirogalol-salicilato para
el diagnostico temprano del cancer de mama. El estudio pretende determinar la
sensibilidad diagndstica, especificidad y precision diagnostica del método. Ademas,
determinar caracteristicas analiticas como la reproducibilidad, repetibilidad y
linealidad.
Mi médico de asistencia me hizo saber los criterios que se tienen en cuenta para ser
incluido y aquellos que no me permiten ser incluido.
¢En qué consiste la investigacién?
El estudio consiste en determinar la actividad de la enzima lactoperoxidasa sérica
mediante el método del pirogalol salicilato y correlacionar sus valores con el estado
de salud del sujeto en estudio (sujeto aparentemente sano o con diagnostico
histopatolégico de cancer de mama). Se emplea el método clinico y la biopsia por

aspiracion con aguja fina (CAAF) como prueba de oro para analizar a los sujetos.



Durante el estudio se me realizaran una extraccion de sangre, luego de la extraccion
concluird mi participacion en el estudio.

¢, Qué medicamentos pudiera utilizar durante el estudio?

No se contraindican los medicamentos durante la participacion en el estudio.
¢Conllevariesgos mi participacion en el estudio?

La probabilidad de ocurrencia de efectos indeseables es baja. En muy pocos
individuos sometidos a extraccion de dos mililitros de sangre se han producido
efectos severos ni graves ademas, las muestras son tratadas fuera del paciente por
lo que no existe riesgo de dafo fisico. Los efectos indeseables que se han
presentado previamente consisten en reacciones ligeras a moderadas como dolor en
el sitio de la extraccidon y tromboflebitis. Estas reacciones se suelen presentar en las
primeras 24 horas posteriores a la extraccion de sangre, son de corta duraciéon y
facilmente controlables con la medicacion especifica. Cualquier nuevo dato durante
mi participacién en el estudio, el cual pueda comprometer mi seguridad, me sera
notificado inmediatamente. Estas reacciones no ocurren todas en un mismo individuo
por lo que no tienen que presentarse obligatoriamente.

¢Existira confidencialidad en el manejo de todo lo referente mi persona?

Se me explico que la informacién referida a mi persona, aun cuando pueda ser
revisada por los investigadores, las autoridades hospitalarias competentes o quienes
estas designen, no se hara publica en ningin caso. Ademas, mi identidad no sera
revelada en ninguna publicacion cientifica.

¢ Cuales son mis derechos como participante?



En todo momento puedo preguntar por los pormenores del estudio y decidir, sobre
la base de la informacién brindada, si participo en la investigacion o no. La
negativa de participacion o el abandono del estudio no dafiaran mis relaciones con
el hospital ni con el médico que me atiende ni se afectaran los cuidados
posteriores que yo deba recibir.

Se me ha expresado claramente la condicion totalmente gratuita de cada uno de
los procedimientos a los que podré tener acceso mediante el estudio, y a su vez
se me ha informado acerca de la no remuneracién monetaria por mi participacion.
En compensacion seré beneficiado desde el punto de vista diagndstico con una
prueba (biomarcador sérico LP) para la vigilancia de mi estado de salud respecto
al diagnéstico de cancer mamario.

Deberé consultar con mi médico cualquier posible participacion en otro estudio.
Una vez que esté de acuerdo en participar en esta investigacion, asumo la
responsabilidad de cumplimentar lo establecido en el estudio.

En caso de presentar algun sintoma inesperado durante el curso del estudio debo

dirigirme a:
Hospital Médico Teléfonos
. Oncologico Maria Curie Dr. Gerardo Brunet
271797
de Camaguey Bernal

Como he tenido suficiente tiempo para considerar la propuesta de participacion en
el estudio y suficiente informacion acerca del mismo, he decidido tomar parte en la
investigacion. Para que asi conste y por mi libre voluntad, firmo el presente

consentimiento alos | __| | dia del mes de del afio .



Nombre del paciente Firma Fecha

Nombre del Médico Firma Fecha

Nombre del testigo Firma Fecha



Anexo 2

Estrategia de busqueda y gestion de la informacion novedosa.

Se empleod el motor de busqueda de Google avanzado, al cual se introdujo los
términos o descriptores: lactoperoxidasa, biomarcador y neoplasia de la mama,;
tomados con anterioridad del DeCS (Descriptores en Ciencias de la Salud). La
basqueda se limitd a los ultimos cinco en todos los idiomas y en formato de
documento PDF. Tras la busqueda solo una pantalla fue identificada con 60
documentos, de los cuales fueron revisados 4 de estos que contenian los términos
de interés. Se realiz6 un analisis critico de estos ultimos y resultaron descartados
por no contener informacién relevante sobre la novedad que se investiga.

En un segundo momento, se accedid a las bases de datos disponibles para el
Sistema Nacional de Salud que incluyen: SciELO, Cumed, LILACS, PubMed y
Scopus soportadas sobre la plataforma Infomed. En la base LILACS se
introdujeron los descriptores que se mencionaron con anterioridad, fueron
aplicadas técnicas de truncamiento y los operadores booleanos para limitar la
basqueda. Se analiz6 informacion en los idiomas: inglés, espafiol, portugués y
francés. El resultado de la busqueda para documentos relevantes fue nulo.

Se trabajé con las bases PubMed y Medline, donde se utilizé el indice del MeSH
establecido por la National Library of Medicine. Se aplicaron técnicas de
truncamiento a partir de los descriptores identificados con anterioridad en el
tesauro y de modo similar a las estrategias precedentes, ninguno de los

documentos mostrd resultados satisfactorios. En SciELO Regional, SciIELO Cuba



y Cumed se empled la misma metodologia aplicada en LILACS y el resultado no

mostré cambios.

Anexo 3

Tabla 18. Recursos materiales y precios.

Existencias de productos

Descripcion UM Cantidad Precio Importe
Jeringuilla'y Unidad 1 $2,52 $2,52
aguja multiple
vacutainer 21G
(ESTCH. X 250) Estuches 1000 2 29,44 0,0002
Torundas
estériles
Alcohol Mililitros (mL) 1 $0,54 $0,54
isopropilico
Citrato de sodio Mililitros (mL) 1 65,4 0,55
Frasco de 1,29
mol/L
Tubo de Uno 1 0.08 0,00001
ensayo.8000
unidades
Vial Espendorf Bolsa X 1000 1 4.216 0,00001
0.5ML unidades.424
unidades
Puntas azules Paguete de 259 1 104.66 0,40
Unidades
Puntas Amarillas Paguete de 1000 1 59.134 0,00006
20-200 UL Unidades.952
paquetes
PIPETA 200 - Uno 1 415.096 415.096
1000UL
Pirogalol Gramo. 0,0005 g 8196 0,40
Frasco de 100 g
Aspirina de 125 Frasco de 60 1 1.10 0,018
mg tabletas
H202 30 % Frasco de 1000 0,2 mL 441,6 0,088
mL
Gasto Total Por cada paciente 419.61




Fuente: tomado de lista de productos en existencia de almacén. Almacén 05,

seccion 5.Suministros médicos Camaguey.

Anexo 3
Gastos indirectos de la centrifuga, balanza analitica y espectrofotémetro UV-
VIS.
Método de linea recta

Depreciacion anula contable = Precio de compra

Tiempo estimado de vida
La depreciacién se calcula sobre el valor inicial registrado en libros, excepto de
los que hayan llegado al término de su vida atil segun la norma cubana de
contabilidad Ne 7 activos fijos tangibles y el manual de normas y procedimientos
del subsistema de activos fijos tangibles. En estos documentos se explicita que
aquellos equipos cuya vida util finalizé pero que se mantengan en explotacion
por tener valor de uso, no se incluiran en los calculos de depreciacion.

Tabla 19. Equipos y costo de uso diario segun depreciacion anual.

Equipo Precio de Tiempo Aplicacion del 15 Costo
compra  estimado de %. diario
vida Depreciacion de uso
anual del equipo
Balanza analitica - 15 - -
Centrifuga - 13 - -
Espectrofotdmetro - 12 - -
UV-VIS

Fuente: base de datos de la investigacion. Elaborada por el autor






