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Utilidad del método del pirogalol salicilato para diagnóstico del carcinoma de mama
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RESUMEN
Fundamento: La enzima lactoperoxidasa sérica es una proteína producida por células epiteliales en los acinos mamarios. La actividad sérica aumentada de esta proteína podría estar asociada al carcinoma de mama, por tanto, determinar su eficacia diagnóstica resultaría conveniente para en manejo de la enfermedad.  

Objetivo: Determinar la utilidad del método del pirogalol salicilato para el diagnóstico del carcinoma de mama

Métodos: se realizó un estudio de evaluación de tecnologías sanitarias en el Centro de Inmunología y Productos Biológicos de Camagüey. Se empleó la citología por aspiración con aguja fina para el diagnóstico histopatológico del carcinoma mamario (Gold Standar) y se aplicó el método del pirogalol salicilato como prueba diagnóstica para carcinoma de mama. La actividad de la enzima lactoperoxidasa sérica se determinó mediante el método del pirogalol salicilato. 

Resultados: la sensibilidad media fue de 94,12 % y la especificidad 65,88 %. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos de muestras analizadas p=0.000. El área bajo la curva ROC fue del 91,96 %, con un intervalo de confianza con un intervalo de confianza entre el 86,13 % y 97,78 %. 

 Conclusiones: El método del pirogalol salicilato resulto eficaz para el diagnóstico del carcinoma mamario.
INTRODUCCIÓN
El carcinoma de mamario (CM) de constituye una de las enfermedades más temidas en el sexo femenino y se encuentra entre las principales causas de muerte en todo el mundo.(1) En el mundo la incidencia se mantiene alta, solo en el año 2018, se diagnosticaron 2 088 849 nuevos casos de cáncer de mama a nivel mundial, lo que representa el 11,6 % del total de casos de cáncer de todas las edades, mientras que fallecieron  626 679 personas por esta 

causa. (2) En la región de América Latina y el Caribe el registro se acerca a los 100 000 casos cada año.(3) Según el Anuario Estadístico de Salud del 2020, en Cuba el CM ocupa el segundo lugar en las localizaciones más frecuentes en la mujer y entre las provincias de mayor afectación afectadas se incluyen La Habana, Camagüey, Santiago de Cuba, Guantánamo, Villa Clara y Holguín.(3) En Camagüey, al cierre de 2020 se realizaron 347 intervenciones quirúrgicas de las cuales el 83 % resultó positiva al CM. (4)
En la actualidad, el diagnóstico de esta enfermedad se basa en técnicas de imagen que incluye mamografía, ecografía de mama, tomografía axial computarizada y la resonancia magnética. Otros métodos incluyen los inmunohistoquímicos y técnicas moleculares para el cribado genético; sin embargo, la biopsia continúa siendo el estándar de oro con una sensibilidad cercana al 100 %.(5)
En el mudo se disponen de varios marcadores que incluyen a las proteínas Ca 15.3 y CEA. Además, se dispone de MSA (mammary serum antigen), que han demostrado utilidad práctica en el diagnóstico del CM. (6) También se investiga investigan la proteína oncofetal p 65 como biomarcador para detección de este tipo de cáncer. (7)
Ciertos marcadores pueden contribuir en el diagnóstico diferencial entre malignidad y no malignidad por ejemplo la ceruloplasmina, the carcinoembrionary antigen (CEA) y  mammary serum antigen (MSA) este último con sensibilidad variable que puede alcanzar el 88 % (8, 9)
Para el sistema de salud cubano el diagnóstico oportuno del CM repercute de manera positiva en el pronóstico de los pacientes. Por tanto, la búsqueda de nuevos métodos constituye una prioridad. constituye una prioridad.(10) El presente estudio pretende determinar la eficacia del método del pirogalol salicilato (MPS) en el diagnóstico del carcinoma de mama basado en la determinación de lactoperoxidasa sérica como posible biomarcador proteico.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se realizó un estudio de evaluación de tecnologías sanitarias, en el Centro de Inmunología y Productos Biológicos (CENIPBI) de la Universidad de Ciencias Médicas de Camagüey, en el período comprendido de abril a septiembre de 2022.Se emplearon 119 muestra de las cuales 34 procedieron de pacientes con carcinoma de mama y 85 de sujetos con antecedentes de salud aparente (grupo control). 

Los pacientes incluidos en la investigación presentaron edades comprendidas entre 20 y 85 años, residentes de Camagüey y tenían diagnóstico histopatológico de carcinoma de mama. Se excluyeron de la investigación embarazadas y pacientes que recibieron algún tratamiento antineoplásico. 

Se empleó la citología por aspiración con aguja fina (CAAF), (11) como gold estándar para el diagnóstico de carcinoma de mama. La determinación de la enzima lactoperoxidasa sérica se efectuó el método del pirogalol salicilato (MPS) originado a partir del método de Dupoy (12) con las siguientes modificaciones: se sustituyó el reactivo guayacol por el pirogalol, se incorporó el reactivo salicilato como inhibidor de la enzima mieloperoxidasa sérica, se trabajó con un volumen final de ensayo de 500 µL y se utilizó suero sanguíneo en lugar del suero de leche.

Procedimiento: se solicitó el consentimiento informado a los sujetos para participar en el estudio. Una vez obtenido el consentimiento informado, se procedió a la obtención de la muestra.

En una cubeta de cuarzo de se agregaron 200 µL de una solución de salicilato diluido en tampón fosfato (Na2HPO4) 0.79 M con pH 6.8 ;100 µL de peróxido de hidrógeno de una solución de 45 µL de peróxido de hidrógeno al 30 % en 10 mL de agua destilada;100 µL de pirogalol disuelto en agua destilada 0,04 M y se agregaron 100 µL de suero sanguíneo. De inmediato la mescla se colocó en un espectrofotómetro Rayleigh UV 16-01 y se realizó una cinética enzimática, las muestras se leyeron a los 20,40,60, y 80 min a una longitud de onda de 420 nm. La actividad enzimática se midió en unidades por mililitros.

 Se trabajó con la variable diagnóstico histológico, operacionalizada como resultado de la CAAF positivo o negativo. Se empleó además la variable resultado del método pirogalol salicilato codificado como negativo (si la actividad de la enzima se encuentra entre 0,007 y 0,009 U/mL) o positivo si (si la actividad de la enzima es superior a 0,009 U/mL).

Los datos fueron obtenidos a partir de fuentes primarias, mediante observación científica, auxiliándose de un espectrofotómetro Rayleigh UV 16-01. Los hallazgos fueron vertidos y codificados en una base de datos en Excel para su posterior análisis en el procesador SPSS 21 y el software EPIDAT.

Se determinó sensibilidad, especificidad, validez diagnóstica del método pirogalol salicilato. La estadística inferencial incluyó pruebas t de Student para identificar diferencias significativas entre grupos. Los resultados se resumieron en tablas.

En el desarrollo de esta investigación se mantuvo como premisa, respetar los principios bioéticos y normativas de la Declaración de Helsinki (13) que van implícitos en los estudios de este tipo y los resultados de la misma fueron utilizados solamente 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.

RESULTADOS
La sensibilidad diagnóstica del método del pirogalol salicilato fue de 94,12 % con un intervalo de confianza entre 80,91 % y 98,95 %. (Tabla 1).

          Tabla1.Análisis de la eficacia diagnóstica del método del pirogalol salicilato. 

	Sensibilidad
	95 % CI
	Especificidad
	95% CI
	Likelihood ratio

	100,0
	89,85 a 100
	12,94
	7,38 a 21,70
	1.149

	94,12
	80,91 a 98,95
	65,88
	55,31 a 75,08
	2.759

	76,47
	60,00 a 87,56
	91,76
	83,96 a 95,95
	9.286

	61,76
	45,04 a 76,10
	98,82
	93,63 a 99,94
	52.50

	52,94
	36,74 a 68,55
	100
	95,68 a

 100
	

	41,18
	26,37 a 57,78
	100
	95,68 a

 100
	

	29,41
	16,83 a 46.17
	100
	95,68 a

 100
	

	14,71
	6,44 a 30,13
	100
	95,68 a

 100
	

	11,76
	4,67 a 26,62
	100
	95,68 a

 100
	

	5,882
	1,04 a 19,09
	100
	95,68 a

 100
	


La media de la actividad enzimática en las muestras de sujetos controles fue de 0,008 U/mL, mientras que en el grupo de enfermos diagnosticados mediante la CAAF fue superior (0,034 U/mL). Se encontraron diferencias muy significativas entre grupos, p=0,000 (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad enzimática media según resultado de la CAAF. 

	Resultado

de la CAAF
	N
	Media
	Desviación típ.
	Intervalo de confianza al 95 %
	Sig.(bilateral) Varianzas iguales

y

diferentes

	sano
	85
	0,0082442
	0,00524802
	0,007-0,009
	0,000

0,000

	enfermo
	34
	0,0349079
	0,02564337
	0,025-0,043
	


Fuente primaria: Base de datos Microsoft Excel del estudio de eficacia diagnóstica.
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Figura 1. Curva ROC para el método del pirogalol-salicilato: en la figura se muestra la eficacia método para el diagnóstico del carcinoma de mama, el parámetro se ajusta al 91,96 % con un intervalo de confianza entre el 86,13 % y 97,78 %.

DISCUSIÓN

La presente investigación indica que el método del pirogalol salicilato presenta buena eficacia diagnóstica para el CM. Al comparar los resultados del método con los datos ofrecidos por otros biomarcadores se evidencia que el método en estudio muestra sensibilidad al superior para el diagnóstico temprano del CM. Una revisión sistemática realizada por Bonilla-Sepúlveda ÓA (14) que incluyó 55 publicaciones en 2020 sugiere que el antígeno CA 15-3   presenta una sensibilidad entre 60 % y 82 % dato que son inferiores a las observaciones encontradas en el actual estudio; de igual forma, el CEA muestra menor valor diagnóstico con sensibilidad del 44,5 %. (14)
No obstante, al parecer el empleo conjunto de CA 15-3 y ACE tiene efectos positivos sobre la sensibilidad y especificidad, así lo demuestra una investigación efectuada en 2018 Italia donde estos marcadores alcanzan una sensibilidad del 95 %, especificidad 97 % y precisión 97.9 %, hallazgos que son superiores y que no conciertan con los mostrados en la presente experiencia. (14)
Esta discordancia puede ser resultado de diferencias en el diseño de la investigación, pues en el estudio que se realiza en Italia tenía como objetivo el diagnóstico de la recidiva, mientras que la prueba del pirogalol salicilato se centra en el diagnóstico de casos nuevos, lo cual incrementa la posibilidad de encontrar sujetos en estadios muy tempranos de la enfermedad cuando aún la membrana basal se encuentra intacta e incluso falsos positivos, situación que podría reducir la sensibilidad de esta prueba.(14)
Las evidencias indican que el CA 15-3 y el CEA se elevan de forma más marcada en pacientes con recidivas, tumores avanzados o metástacica, en individuos con carcinomas grandes y con invasión de ganglios, con respecto a los sujetos con tumores en estadios tempranos. Se podría generalizar que la carga tumoral se asocia a la elevación de los marcadores. (14)
Por otro lado, una investigación realizada con una muestra de 608 pacientes femeninas entre 2017 y 2018 en China con The Tumoral abnormal protein test (TAP) indica que el biomarcador presenta una sensibilidad y especificidad para diagnóstico de CM de 4,89 % y 99,62 % lo cual no se encuentra en sintonía con los datos aportados por el MPS 94,12 % y 65,88 %.Sin embargo la combinación de TAP con otros biomarcadores puede aumentar su sensibilidad diagnóstica, TAP+CEA,TAP+CEA125 TAP+CEA 15-3 12.07 %,9.77 % y 12.36 % respectivamente.(15)
Ghafar MTA et al.,(16)  estos autores son del criterio  de que high-temperature-required protein A2 (HtrA2) mRNA presenta sensibilidad y especificidad de 77,4 % y 85,7 % para el CM y que la combinación con CA15-3 y CEA incrementa de manera notable su poder diagnóstico. Estos datos no superan los proporcionados mediante el MPS pues la sensibilidad diagnóstica tiene una media de 94,12 % pero el intervalo de confianza permite alcanzar valor cercano al 100 % mientras que la especificidad puede llegar a ser del 75,08 % con una media centrada en 65,88 %. 

Una investigación efectuada en 2021 por Uygur MM and Gümüş M,(17) indica que CA 15-3 y CEA son marcadores útiles en para el diagnóstico temprano de las metástasis. Plantean que la sensibilidad de estos marcadores es de 82,1 % y 88,3 %; mientras que la especificidad 47,3 % y 46,2 %, respectivamente. La sensibilidad en estas observaciones se ajusta de forma ligera a los datos ofrecidos por el MPS, no obstante, difieren de manera evidente con reportes previos (14) ; la causa de la discrepancia se debe a la relación que existe entre la metástasis y la elevación de los marcadores séricos, fenómeno ya documentado con anterioridad. 

A consideración de los autores el método del pirogalol salicilato, resulta eficaz para el diagnóstico del CM, su sensibilidad y exactitud diagnóstica superan al marcador CA 15-3 uno de los más empleados en la clínica. Por tanto, se debe valorar su posible introducción en la asistencia para contribuir al diagnóstico temprano del CM del cual depende pronóstico de la enfermedad. Los resultados de la investigación no pudieron ser contrastados con estudios más similares pues esta experiencia se considera pionera en este contexto.

CONCLUSIONES


El método del pirogalol salicilato resultó útil para el diagnóstico del carcinoma mamario.
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