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RESUMEN

El cdncer de mama es el mas frecuente y el que tiene mayor tasa de mortalidad en
mujeres en la mayor parte del mundo. El objetivo de este trabajo era conocer los efectos
en el sistema inmunitario secundarios al estrés que produce ser diagnosticada de cancer
de mama. Se seleccionaron 79 mujeres, en las que se estudio la relacion entre la
Ansiedad Estado y Rasgo (cuestionario STAI), el sistema inmunitario y los receptores
expresados por el tumor. Se observd una inmunosupresién marcada tanto en la
inmunidad adaptativa como la inmunidad celular, destacando la disminuciéon de la
funcién celular de los linfocitos T CD4 a medida que aumentaba la Ansiedad Estado y
Rasgo. Estos hallazgos tienen una implicacion prondéstica y terapéutica en estas
pacientes, en las que su sistema inmunitario se ve suprimido, pero que podrian ayudarse

de futuros tratamientos enfocados en los parametros mas afectados.

ABSTRACT

Breast cancer is the most common and has the highest mortality rate in women in most
parts of the world. The objective of this work was to know the effects on the immune
system secondary to the stress produced by being diagnosed with breast cancer. We
selected 79 women, in which we studied the relationship between State and Trait
Anxiety (STAI), the immune system and the receptors expressed by the tumor. A marked
immunosuppression was observed in both adaptive immunity and cellular immunity,
highlighting the decrease in cell function of CD4 T lymphocytes as State and Trait Anxiety
increased. These findings have a prognostic and therapeutic implication in these
patients, in which their immune system is suppressed, but which could be helped by

future treatments focused on the most affected parameters.

KEYWORDS
Psychological Stress, emotional stress, breast cancer, breast neoplasm, immune

system, Immuknow



1. INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud publica que afecta al mundo de forma global.
Concretamente, el cAncer de mama es el mas comunmente diagnosticado y con mayor
tasa de mortalidad en mujeres en la mayoria de los paises del mundo(1). Se prevé que
los tres canceres mas frecuentes en mujeres durante el afio 2019 sean de mama, de
pulmén y colorrectal. Ocupando el de mama el 30% de los nuevos diagndsticos durante
este afo (2).

Este cancer, aunque popularmente se le atribuye una gran carga familiar, esta
asociado en menos de un 10% a una mutacion genética (los mas comunes son BRCA1
y BRCA2). El 90% restante son tumores esporadicos en los que pueden influir varios
factores de riesgo. Estos han sido ampliamente estudiados y entre los mas conocidos
encontramos los factores medioambientales, los hormonales (menarquia precoz,
menopausia tardia), aquellos relacionados con el embarazo (edad tardia de
embarazo),la nuliparidad, o bien con el estilo de vida de estas mujeres (3,4)

A pesar de ser el mas frecuente en muchos paises del mundo, existen
diferencias entre aquellos gque se encuentran dentro de un mismo territorio; por ejemplo,
se ha observado una disminucion de la tasa de mortalidad por cancer de mama en los
paises del norte y oeste de Europa (5). Se cree que estas diferencias son debidas a una
distribucion desigual de los factores de riesgo conocidos, junto a un importante aumento
de las actividades de “screening” en estos paises que permiten una deteccion precoz
de la enfermedad. La mayoria de estudios que se han realizado apoyan una reduccién
en la incidencia del cancer avanzado de mama después de la introduccion de la
mamografia (6). Ademas, ha aumentado considerablemente la efectividad de los
tratamientos para esta enfermedad.

El diagnéstico de un cancer supone un importante impacto emocional en los
pacientes. La repercusion gque tendra dependera principalmente de la capacidad que
tenga cada uno de ellos para manejarlas en su vida habitual. Aun asi, desde el momento
del diagnostico y tratamiento hasta el seguimiento posterior irdn apareciendo nuevos
miedos y preocupaciones, que han sido ampliamente estudiados por la comunidad
cientifica (7). El momento del diagnéstico y el afio inmediatamente posterior son los
momentos de mayor estrés psicolégico para los pacientes, que va disminuyendo a
medida que se alejan de este punto, aunque se ha demostrado que en un 10-20% de
estos se mantiene un estado de estrés crénico severo (8,9). Otros estudios han sugerido
gue a pesar de la disminucién que se produce tras el primer afio, estos sintomas
depresivos y de ansiedad pueden recurrir tras 10 afios hasta los niveles del principio,

debido sobre a todo a preocupaciones basadas en la posibilidad de recidiva (10).
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Actualmente, la atencion psicologica y social de estos pacientes esta reconocida como
un aspecto fundamental del tratamiento (11).

Existe un amplio repertorio de estudios en los que se ha analizado la relacion
entre el estrés y el sistema inmune. Este campo es conocido como
Psiconeuroinmunologia. Se ha demostrado una relacion bidireccional del sistema
nervioso central (SNC) con el sistema inmune y el sistema endocrino. Podemos definir
como una situacion de estrés, aquella que es capaz de estimular el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (HPA) y sistema nervioso simpético con el objetivo de producir una
respuesta adaptativa al estimulo recibido. El érgano clave en este proceso es el
hipotalamo. Esta area del cerebro es capaz de enviar impulsos que llegan a otras partes
del cuerpo. El hipotadlamo tiene dos formas de actuar sobre la glandula suprarrenal. La
primera mediante el sistema nervioso simpatico (SNS), que actuara sobre la médula de
la glandula suprarrenal para producir catecolaminas (adrenalina y noradrenalina). En la
segunda, de forma mas lenta, el hipotalamo producira corticotropina (CRH), que activa
la parte anterior de la hipéfisis, que a su vez producira hormona corticotropa (ACTH).
Esta llega a través de la circulacion sistémica a la glandula suprarrenal donde activara
la zona cortical para producir glucocorticoides, principalmente cortisol. Estas sustancias
se unen a los receptores de las células inmunitarias, causando una inmunosupresion.
De forma inversa, las citocinas secretadas por las células del sistema inmunitario
pueden producir cambios en el eje HPA provocando alteraciones en el comportamiento
como pérdida de apetito, cambios en los patrones de suefo, en el estado de animo o

una tendencia a habitos téxicos, como el tabaco y el alcoholismo (12-15) (ver figura 1).
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Figura 1. Relacion entre el estrés, eje hipotalamo-hipdfisis y el sistema inmune



La inmunosupresion del sistema inmune mediada por los ejes descritos se ha
relacionado con varios procesos fisioldgicos del ser humano. Se ha observado un
incremento de infecciones en estos individuos, una menor respuesta a las vacunas,
mayor progresion en enfermedades crénicas como el VIH, una mayor tasa de
recurrencias de virus como el Herpes simple, una alteracion en la cicatrizacion de las
heridas o enfermedades que tienen una correlacién positiva con el grado de inflamacion.
Estas ultimas se producen sobre todo en pacientes ancianos, y estan mediadas por
aumento del nimero de citocinas, como por ejemplo IL-6, que favorecen el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, diabetes tipo 2, 0 algunos tipos de
canceres (13).

Sin embargo, la afectacién del estrés a nuestro sistema inmune difiere segun las
caracteristicas intrinsecas del estimulo que lo produce. Por ello, se han llegado a
diferenciar hasta 5 tipos de estrés segun el tiempo, su duracion y su naturaleza (12).
Aun asi, clasicamente se ha diferenciado principalmente entre el “estrés agudo” y el
“estrés cronico”. Se cree que estos estimulos limitados a un tiempo determinado y
conocidos como agudos, son los que han permitido evolucionar y adaptarse a las
especies a los nuevos medios desde hace miles de afios. A pesar de esto, cuando este
estimulo se alarga en el tiempo y se repite de forma continuada, afecta negativamente
tanto al sistema inmune como a otras funciones fisiolégicas del organismo. El “estrés
agudo” puede promover una activacion del sistema inmune, sobre todo gracias a la
inmunidad innata, capaz de actuar rapidamente, pero un estrés crénico se asocia a un
estado constante de inmunosupresion que puede afectar tanto a la inmunidad innata
como adaptativa (14).

Concretamente, durante el estimulo agudo, como por ejemplo en estudiantes
gue se enfrentan a un examen, se ha demostrado que se produce una activacion de las
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1, INF-y). Sin embargo, frente a un estimulo
crénico aun no esta claro cual es el mecanismo principal. Varios de los estudios se han
realizado exclusivamente en animales y con diferentes clases de estrés, por lo que no
se ha podido sacar una conclusioén adecuada. Aun asi, parece que existe un acuerdo en
gue ante la exposicién a un estrés durante un largo periodo de tiempo se produce un
cambio de predominio de Thl a Th2, alterando la produccién de citocinas. Asi se puede
explicar como en estos individuos expuestos esta aumentada la probabilidad de padecer
un cancer o una infeccion (mediado por la supresion de Thl) y a su vez, tienen mas
probabilidad de sufrir enfermedades autoinmunes o alergias (mediado por el incremento
de Th2) (12,14,15). Otros estudios han propuesto la apoptosis de linfocitos como

mecanismo principal (16). Ademas, se han descrito alteraciones de la inmunidad celular
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como una disminucién tanto de la actividad como del nimero de los linfocitos NK, una
disminucion de la proliferacion de los linfocitos T estimulados con mitdgenos o cambios
en los monocitos, asi como aumento de los niveles de cortisol en plasma, un aumento
del complemento (C3, C4), o de las proteinas de fase aguda. También parece haber un
aumento de las citocinas inflamatorias (IL1, IL6, IL2) (15).

Clasicamente, la asociacion del estrés y el cancer de mama ha supuesto un
punto de especial interés en la comunidad cientifica. Principalmente, se ha estudiado en
dos direcciones. El estrés como factor de riesgo de los tumores de mama (17) y el estrés
como consecuencia del diagndstico del propio cancer, que es el objeto de este estudio.
En este segundo caso, la inmunosupresién producida por el estrés psicolégico que se
genera podria tener una relevancia importante tanto en el prondstico como en el
tratamiento de los tumores de estas pacientes. De hecho, se han publicado estudios
que han intentado potenciar el sistema inmunitario, modulando el eje hipotalamo-
hipofisiario-adrenal (HPA) mediante el ejercicio fisico y la dieta (18).

Sin embargo, la mayor parte de los datos que tenemos sobre el estrés y el
sistema inmunitario derivan de muestras heterogéneas y de estimulos muy variados.
Esto nos lleva a realizar el siguiente trabajo en el que seleccionaremos una poblaciéon
homogénea de 79 mujeres diagnosticadas de cancer de mama, evaluaremos su grado
de ansiedad en este momento y estudiaremos cdmo se ve afectado su sistema

inmunitario.

2. HIPOTESIS

Las mujeres que son diagnosticadas de cancer de mama experimentan un elevado
grado de estrés emocional y ansiedad en el momento del diagnostico. Pensamos que
este estimulo estresante produce una inmunosupresién en el organismo lo que puede

tener importantes consecuencias en el tratamiento y prondstico de estas pacientes.

3. OBJETIVOS

Como objetivos principales en este trabajo, nos planteamos:

1) Estudiar los niveles de estrés y ansiedad generado por el diagnéstico de cancer
de mama en un grupo de 79 mujeres espariolas atendidas en el Servicio de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (HCUV).

2) Estudiar el impacto que genera conocer el tipo de cirugia que se realizara
(conservadora o radical) en los niveles de ansiedad.

3) Estudiar las posibles diferencias de los niveles de ansiedad y de la respuesta

inmunitaria en pacientes con diferentes tumores de mama y en distintos estadios.



4) Estudiar el sistema inmunitario (inmunidad innata y adaptativa) al momento del

diagnéstico y correlacionarlo con los niveles de ansiedad.

4. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo es un estudio retrospectivo, en el que hemos analizado los datos de
pacientes que fueron recogidos en el periodo 2008-2010 para un proyecto de
investigacion que finalmente no se concluyd. Los datos se han revisado, depurado e
incorporado en una base de datos (Microsoft Excel) y se ha realizado el andlisis
estadistico de los mismos. Se ha tomado en consideracion sélo la visita en el momento
de diagndstico de las pacientes. Este Trabajo de Fin de Grado ha sido aprobado por el
Comité Etico del Area de Salud Este de Valladolid (ver anexo ).

4.1 Participantes

4.1.1 Criterios de inclusién

Se seleccionaron 79 mujeres diagnosticadas de cancer de mama en el Servicio de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid durante los
afios 2008-2010. Todas participaron de forma voluntaria, mediante la firma del
consentimiento informado, tras la aceptacion de las caracteristicas del estudio e
informarlas del tipo de cirugia a realizar.

Solo se incluyeron aquellas que su edad estaba comprendida entre los 40 y 70
afios. Estd demostrado que las mujeres menores de 40 pueden tener un mayor grado
de ansiedad debido al posible deseo de tener descendencia en los siguientes afios, y
gue, en mayores de 70 afios, se produce una alteracion de la respuesta inmunitaria
debida a la edad, proceso conocido como “inmunosenescencia”. Por estas razones, no

se consideran rangos de edad adecuados para este estudio.

4.1.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron las mujeres que:

e Tuvieran posibilidad de tener alguna alteracion del sistema inmune
secundaria a otras situaciones como:
o Enfermedades cronicas
o En tratamiento farmacolégico inmunosupresor.
o Consumo excesivo de tabaco y/o alcohol (o consumo de drogas).
o Malnutricion

e Rechazaron la terapia antitumoral (cirugia + quimioterapia).



e Estaban diagnosticadas de retraso mental o psicopatologias severas
(esquizofrenia).

e Padecian enfermedades neurolégicas o demencias.

Se realizé un analisis sistematico de sangre con el objetivo de identificar posibles
patologias excluyentes.

4.1.3 Puntos del estudio

En una primera visita se realiz6 una entrevista clinica para valorar si las mujeres
cumplian los criterios de inclusién y donde se las informé del estudio mediante un
consentimiento informado escrito.

En un segundo lugar, se realiz6 una entrevista médico-psicoldgica y un estudio
analitico a todas las mujeres, que aceptaron participar de forma voluntaria, en el

momento programado para extirpacion quirargica del tumor.

4.2 Evaluacién de los rasgos de personalidad, ansiedad y estrés

Se evalud el grado de ansiedad o estrés mediante una entrevista y la escala “State-Trait
Ansiety Scale (STAI-R y STAI-E) (Spielberger, Goruch y Lushene, adaptada por TEA,
1982) (ver anexo Il). Este cuestionario permite medir dos vertientes de la ansiedad: la
ansiedad rasgo, que es aguella que esta asociada a la personalidad del individuo, y la
ansiedad estado, que se desencadena tras una situacion particular. Por lo tanto, la
prueba consta de dos partes, con 20 cuestiones para cada una. La puntuacion obtenida
ha sido clasificada por categorias (0- Baja, 1- Moderada 2- Alta). Este cuestionario se
ha demostrado como una herramienta fiable, y sensible para medir los niveles de

ansiedad, y es uno de los mas utilizados actualmente (19,20).

4.3 Evaluacion del sistema inmune

Consecutivamente a la entrevista médico-psicolégica, se realizé una extraccién de

sangre para estudiar los siguientes parametros:

e Recuento leucocitario: Se cuantificaron leucocitos, linfocitos, linfocitos absolutos,

monocitos, neutréfilos, eosindéfilos y basdfilos en sangre.

e Inmunidad humoral adaptativa e innata: Se cuantificaron en suero las

inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM) y los niveles de las proteinas del complemento
(C3 y C4) mediante nefelometria cinética.

e Inmunidad celular adaptativa: Se estudiaron las subpoblaciones linfocitarias

mediante inmunofluorescencia directa con un citbmetro de flujo.. Se



determinaron los linfocitos totales, los linfocitos T (CD3+), linfocitos T helper
(CD4+), linfocitos T citotoxicos (CD8+), linfocitos B (CD19+) y los linfocitos NK
(CD16, CD56). Ademas, se realiz6 un estudio de la funcion de linfocitos mediante
Immuknow. Se analiza la produccion de ATP por los linfocitos T CD4 tras la
estimulacion con el mitdgeno PHA.

e Inmunidad celular innata: Se estudi6 la capacidad y la intensidad de la fagocitosis

y de la actividad oxidativa (“burst”) de los monocitos y granulocitos, tanto basal

como estimulada, mediante citometria de flujo.

4.4 Estudio de las caracteristicas tumorales

Se enviaron las biopsias a Anatomia Patolégica para conocer y clasificar a los tumores
segun la inmunohistoquimica (Her2/neu, receptores de estrégenos, receptores de

progesterona) y su estadio.

45 Anadlisis estadistico

Se construy6 una base de datos en Excel y SPSS con todos los datos de las pacientes
descritos anteriormente. Se realiz6 un analisis descriptivo, con medidas de tendencia
central (media y mediana) y medidas de dispersion (desviacion tipica y rango) para las
variables cuantitativas, y la frecuencia absoluta y relativa (%) para las variables
cualitativas. Las variables fueron analizadas mediante las pruebas de normalidad:
Kolmogorov- Smirnov y Saphiro-Wilks. Para el estudio de correlacion, se utilizd el
coeficiente de relacion de Spearman, por la presencia de datos extremos y la presencia
de distribuciones no normales. Para medir las diferencias entre dos grupos
independientes se us6 la prueba U de Mann-Whitney y para el andlisis de tablas de
contingencia se utilizé el test Exacto de Fischer. En todos los casos, se consideré un
intervalo de confianza del 95%, aceptando un error a de 0,05. Para el uso de las pruebas
estadisticas se excluyeron los valores atipicos extremos (mayor o menor a 3 veces el

rango intercuartilico) encontrados para cada variable.

5. RESULTADOS

Inicialmente, se seleccionaron 79 pacientes para el estudio, de las cuales dos fueron
excluidas por lo que finalmente obtuvimos una muestra de 77 mujeres (n=77). La edad

media de las mujeres fue de 56 afios (rango 40-74).



5.1 Estudio de los niveles de estrés y ansiedad (STAI)

Todas las mujeres completaron el cuestionario STAI descrito anteriormente, pero se
descartaron siete resultados por mostrar errores en la contestacion, considerandose test
no validos. Se obtuvieron 70 resultados que se distribuyeron en tres categorias segun
la puntuacion obtenida, siguiendo las instrucciones correspondientes (ver tabla 1). En el
grupo 1 (ansiedad moderada) es donde se encontraron mas del 50% de las mujeres,
tanto para la Ansiedad Estado como la Ansiedad Rasgo.

ANSIEDAD ESTADO Puntuacién N.° pacientes Fr (%)

0- Baja 0-19 22 314
1- Moderada 20-41 38 54,3
2- Alta 42-60 10 14,3
ANSIEDAD RASGO Puntuacion N.° pacientes Fr (%)
0- Baja 0-18 25 35,7
1- Moderada 19-34 35 50
2- Alta 35-60 10 14,3

Tabla 1. Resultados del Cuestionario STAI

5.2 Estudio del sistema inmunitario y su correlaciéon con los niveles de

ansiedad

Se describieron las variables inmunolégicas segun las categorias de Ansiedad, y
posteriormente se estudié la correlacién entre ellas. En la tabla 2 se muestran los

resultados mas importantes de este estudio.

5.2.1 Correlacion leucocitos - ansiedad

Cuando se correlacionaron los resultados de los leucocitos totales con los niveles de
ansiedad, se observdé una correlacion negativa de los monocitos absolutos (p de
Spearman=-0.346, p<0.01) y la proporcién de basdfilos (p de Spearman=-0.313, p<0.01)
con la Ansiedad Rasgo. A su vez se mostré una correlacion positiva significativa con el
porcentaje de linfocitos (p de Spearman=0.252, p=0.038) (Ver figura 1). No se

observaron resultados significativos con la Ansiedad Estado.

5.2.2 Correlacion funcion de las células innatas — ansiedad

La fagocitosis de monocitos y granulocitos resulté estar correlacionada negativamente
con la Ansiedad Estado. Como la fagocitosis basal aumentaba con la Ansiedad Estado,
el indice de fagocitosis (inducido [+]/basal [-]) se ve disminuido a medida que aumentan

los niveles de ansiedad (ver figura 2).



De forma contraria, la actividad oxidativa (“burst”) basal de los granulocitos de

los pacientes disminuy6 segin aumenté la Ansiedad Estado, y como consecuencia, el

indice ((inducido [+]/basal [-]) se incrementd significativamente (ver figura 2).

PARAMETROS ANSIEDAD ESTADO CORRELACION
Baja Media Alta
Media DT Media DT Media DT v;;)r p Spearman
Leucocitos 6350 1630 6321 1620 6016 1170 ns -
'% Linfocitos % 3562 931 3512 7,69 3482 7,73 ns -
'§ Monocitos % 6,17 1,91 6,30 1,18 6,16 2,28 ns -
% Neutroéfilos % 5459 963 5572 7,32 56,88 8,30 ns -
; Eosindfilos % 3,15 2,00 2,41 1,39 1,72 0,95 ns -
Basofilos % 0,46 0,25 0,45 0,23 0,42 0,26 ns -
IgG 1250,17 334,01 1166,95 211,24 1062,36 223,10 0,0264 -0,233
I IgA 240,57 110,35 208,41 90,49 209,27 71,39 ns -
% IgM 135,52 79,41 136,92 84,08 159,82 117,94 ns -
E C3 133,96 38,31 131,74 25,96 129,64 35,65 ns -
C4 26,35 755 2851 7,98 2527 9,63 ns -
Linf. T % 7059 751 7508 7,12 71,27 7,71 0,0264 0,269
.§ CD8 % 2191 7,04 23,03 864 20,36 4,48 ns -
% CD4 % 49,41 839 52,74 863 52,74 8,63 ns -
_“E CD4/CD8 2,55 1,11 2,58 0,95 2,77 1,34 ns -
:5 Linf. B % 12,73 4,07 12,08 3,93 13,55 4,63 ns -
Linf. NK % 16,50 8,48 12,62 6,22 14,73 8,05 0,0484 -0,2
= |ATP No est. 28,69 24,00 2586 26,66 30,42 28,73 ns -
_g ATP Est. 222,03 138,52 190,92 165,08 217,88 233,93 ns -
E indice ATP 11,28 9,44 7,98 6,92 3,40 1,52 0,017 -0,321
E ATP CD4 9,85 9,62 6,66 5,37 9,44 12,01 ns -
Mon. (-) % 0,94 0,55 1,29 1,38 1,14 0,68 0,029 0,262
© [ Mon. (+) % 92,55 583 91,06 524 90,66 3,55 ns -
\§ Mon. (%+/%-) 116,13 54,69 92,77 50,24 97,70 57,87 0,025 -0,27
é Gran. (-) % 7,02 2,42 6,22 1,80 6,92 4,33 ns -
£ | Gran. (+) % 9897 065 9863 1,25 97,35 1,73 0,041 -0,249
Gran. (%+/%-) 16,74 11,28 16,89 544 1896 9,26 ns -
o |Mon. (-) % 3,06 1,58 3,20 1,47 2,70 1,50 ns -
% Mon. (+) % 91,90 4,71 90,73 11,42 91,04 4,36 ns -
'-g Mon. (%+/%-) 47,33 47,56 33,53 14,27 55,12 58,95 ns -
® | Gran. (-) % 8,73 4,01 8,05 2,60 6,19 1,94 0,03 -0,264
§ Gran. (+) % 99,13 1,45 99,15 2,31 99,20 0,85 ns -
© | Gran. (%+/%-) 14,48 9,64 13,34 3,78 1794 7,33 0,002 0,368

Tabla 2. Inmunidad innata y adaptativa en pacientes. Correlacién con los niveles de Ansiedad-Estado.

(ns= no significativo, Mon. = monocitos, Gran. = granulocitos, (+) = estimulado, (-) = basal).
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Figura 2. Se muestra la correlacion de la funcionalidad de las células innatas con la Ansiedad Estado.

5.2.3 Correlaciéon inmunidad humoral — ansiedad

Se observo una correlacion negativa significativa entre los niveles de 1gG y los niveles
de Ansiedad Estado. La concentracion sérica de IgG se reducia a medida que
aumentaba la Ansiedad Estado de las mujeres. Los niveles séricos IgA e IgM no
variaron significativamente

No se encontraron correlaciones entre los niveles de proteinas de complemento

(C3y C4) y los niveles de Ansiedad Estado o Rasgo.

5.2.4 Correlacion subpoblaciones linfocitarias — ansiedad

Se mostré una correlacion positiva entre la proporciéon de linfocitos T totales y la
Ansiedad Estado, mientras que la proporcion de linfocitos NK se vio disminuida a medida

gue aumentaba la Ansiedad Estado (ver figura 3).

40,00 100,00

g

3
]
1
.

5

8

3
% T-lymphocytes (CD3)

% NK-lymphocytes

10,00

Low Mlld ngh Low M‘ld ngh
State-Anxiety State-Anxiety

Figura 3. Correlacion negativa de los linfocitos NK (izquierda) y correlacion positiva de la proporcion de
linfocitos T (derecha)
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5.2.5 Correlacion Immuknow - ansiedad

Se observd una reduccion significativa del indice de producciéon de ATP cuando

aumentaban los niveles de Ansiedad Estado y Rasgo (ver figura 4).

50,00 40,00

40,00
30,00

30,00

ATP Index
ATP Index

20,00

- $ T

T T T o T T T
Low Mid Hgh Low Mild High
Trait-Anxiety State-Anxiety

Figura 4. Se muestra la correlacion del indice ATP con la A-Rasgo (izquierda) y con la A-Estado (derecha).

5.3 Impacto en los niveles de ansiedad del tipo de cirugia programada

Se recogié el tipo de cirugia programada, diferenciandose en dos tipos: una cirugia

conservadora o una cirugia radical (ver tabla 3).

Cirugia programada ANSIEDAD ESTADO ANSIEDAD RASGO
Baja Media Alta Baja Media Alta

Conservadora (%) 78,9 62,2 80,0 66,7 69,7 77,8

Radical (%) 21,1 37,8 20,0 333 30,3 22,2

Tabla 3. Cirugias programadas en las pacientes del estudio

Se estudid el impacto emocional que genera a las pacientes conocer la cirugia
programada adecuada a su caso. En el estudio se mostré6 que no habia diferencias
significativas en la Ansiedad Estado (p=0.2277) ni en la Ansiedad Rasgo (p=0.7726).

12



54 Estudio de las caracteristicas del tumor y los estadios. Correlacién con la

ansiedad y sistema inmunitario.

5.4.1 Clasificacién anatomopatoldgica

Los tumores fueron analizados por Anatomia Patoldgica y se obtuvieron los resultados
de la tabla 4. El tipo ductal infiltrante fue el que se encontr6 con mas frecuencia (63,3%)

entre las 79 pacientes.

Carcinoma Frecuencia Fr (%)
Lobulillar infiltrante 10 12,7
Ductal infiltrante 50 63,3
Intraductal 7 8,9
Mixto 6 7,6
Otros 6 7,6
Total 79 100

Tabla 4. Histologia de los tumores extirpados

5.4.2 Clasificacién inmunohistoquimica. Correlacion con ansiedad y parametros

inmunoldégicos

El cadncer de mama se ha clasificado en funcion de la presencia de receptores de
estrogenos (RE), progesterona (RP), y HER2 (Ver figura 5). Este ultimo se estudio
mediante el Herceptest, que tiene valor prondstico porque predice la respuesta del

tratamiento con Trastuzumab.

Recept. Estrégeno Recept. Progesterona Her2/neu

e 3%
) 70
Q)

Figura 5. Resultados R. estrégenos, R. Progesterona, Herceptest.

83%
)

Receptores de estrogeno

En las pacientes con tumores que presentaban receptores de estrégeno, se mostré un
aumento significativo de la proporcion de los linfocitos Th (p=0.047) y un aumento de la
capacidad oxidativa ((p<0.01) y de la intensidad (p=0.0263) de los granulocitos
estimulados. No se mostro correlacion con los niveles de ansiedad.

13



Receptores de progesterona

En el grupo con receptores de progesterona positivos, resultd una disminucion de la
produccion de ATP tanto de los linfocitos estimulados (p<0.01) como no estimulados
(p=0.022) (ver figura 7). Ademas, se observaron diferencias en las variables ATP-CD4
(p=0.013) y el indice ATP 2 (p<0.01) en aquellos con receptores presentes. También se
mostré una disminucion de la fagocitosis basal por monocitos (p=0.02), y como
consecuencia, aumenta el indice fagocitico (estimulado/basal) (p<0.01). No se encontrd

correlacion con los niveles de ansiedad.

1000,00 100,00

800,00 80,00

600,007 o 60,007

ATP ESTIMULADO

400,00 40,00

ATP NO ESTIMULADO

200,00 20,007

T T 00 T T
N P N P

Figura 6. Diferencias de la produccion de ATP segun la presencia de receptores de progesterona.
Herceptest

En aquellos pacientes con tumores que resultaron positivos en el Herceptest, se observé
una disminucion de la proporcién de Linfocitos T CD4 (p=0.0356) (ver figura 7) y de los
linfocitos absolutos positivos para los marcadores CD3, CD4 y CD8 (p=0.020). No se

encontraron diferencias en los niveles de ansiedad.

5.4.3 Estadios

Finalmente, se estudiaron las pacientes segun el estadio del cancer de mama. Un 85,9%
de las mujeres se encontraba en los estadios | y Il (lla + lIb). Cuando se compararon las
variables inmunolégicas y los niveles de ansiedad en estos estadios no se encontraron

diferencias significativas.
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Figura 7. Proporcién de linfocitos Th en pacientes con tumores que expresan Her2 (HCP = Herceptest)

6. DISCUSION

Los resultados indican que en las pacientes diagnosticadas de cancer de mama se
producen alteraciones tanto en la inmunidad innata como adaptativa asociadas al grado

de ansiedad que sufren estas pacientes.

La mayoria de publicaciones previas han demostrado que un estrés continuado
durante un tiempo determinado produce una modificacidbn negativa en casi todas las
variables del sistema inmunitario (12). En un metaanalisis realizado por Segerstrom y
Miller, se mostré un aumento del nimero de linfocitos NK y granulocitos en sangre
periférica, después de un estimulo agudo (minutos u horas). Sin embargo, a medida
gue aumentd la duracion o la intensidad del estimulo se apreciaron cambios en la
funcién celular, como un mayor descenso de la citotoxicidad de los linfocitos NK vy la de
proliferacion de linfocitos T estimulados por mitégenos PHA (12). En nuestros
resultados, hemos encontrado diferencias tanto en el recuento de células como en la
funcidn de los linfocitos T y de los monocitos y granulocitos, cuya capacidad oxidativa y
de fagocitosis se vio disminuida en las pacientes con mayor nivel de ansiedad. Esto
coincide con la descripcién que se hace en este articulo de pacientes que han sufrido

un suceso vital estresante.

En la revision realizada por Reiche et al. se describen varias alteraciones en la
inmunidad celular innata y adaptativa en los pacientes deprimidos y estresados (15).
Entre ellas, encontramos: leucocitosis, una reduccién leve en el nimero de linfocitos NK
y en la proporciones de linfocitos T, aumentos en la proporcion de CD4 a CD8, una
reduccion de la proliferacion de linfocitos estimulada por mitdgenos, alteracion de la

funcién de los linfocitos T y los linfocitos NK y una reduccién de la funcién de los
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monocitos (15,21). Nuestro estudio coincide con la mayoria de las alteraciones
inmunoldgicas descritas, con la diferencia de que en nuestras pacientes con mayor
puntuacion en el test STAI para la Ansiedad Estado parece haber un aumento en la
proporcion de los linfocitos T totales.

Aunque estas publicaciones y nuestras pacientes tienen en comun la
inmunosupresién producida por el estrés, el desencadenante varia desde exadmenes en
estudiantes universitarios, divorcios o fallecimientos de un familiar hasta catastrofes
naturales, por lo que es necesario seguir realizando mas investigaciones que se centren
en el diagnostico del cdncer como Unico estimulo. Ademds, no hemos encontrado
estudios anteriores que correlacionaran la Ansiedad Estado y la Ansiedad Rasgo de

forma independiente con las variables inmunoldgicas.

El hallazgo mas llamativo de nuestro estudio, por no encontrar ninguna
publicacion comparable, es en relacién con la funcién de los linfocitos T CD4 medido
con el Immuknow. Este se desarroll6 como una herramienta para evaluar el sistema
inmunolégico en los pacientes trasplantados que debian tomar inmunosupresores.
Midiendo la produccion de ATP de los linfocitos T CD4, estimulados por PHA
(fitohemaglutinina), se puede conocer la funcion de la inmunidad celular (22). En
nuestras pacientes se mostré este parametro como el mas sensible al estrés,
disminuyendo a medida que aumentaban los niveles tanto en la Ansiedad Estado como
en la Ansiedad rasgo. De acuerdo con Maki et al. podria ser una herramienta interesante
para monitorizar la respuesta inmunitaria en los pacientes que han sido sometidos a un
estrés como la cirugia (23), aunque las publicaciones sobre la inmunosupresion
secundaria a un estimulo estresante han profundizado mas en el desequilibrio Th1-Th2

o las alteraciones de la apoptosis.

Cuando hemos estudiado las diferencias en el sistema inmunitario de las
pacientes con diferentes receptores expresados en los tumores con los parametros
inmunoldgicos, ha resultado que, en aquellas pacientes con tumores positivos para el
Herceptest, se apreciaba una disminucién de la proporcién de los linfocitos Th en sangre
periférica. Segun Yang et al. los pacientes con canceres avanzados que expresan HER2
y tienen bajos niveles de Th, pueden obtener un mayor beneficio de la terapia anti-HER2
(24), aunque no mostraron que los niveles de linfocitos T en sangre tuvieran un valor
prondstico en los tumores que expresaran receptores hormonales (estrogeno y
progesterona) o que no expresaran ninguno de los tres marcadores, conocidos como
tumores “basal like” o triple negativos.

En nuestras pacientes observamos una reduccion significativa de la funcion de
los linfocitos T y de los monocitos en aquellas con tumores que expresaban receptores
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de progesterona, y un aumento del recuento de linfocitos T helper y de la funcién de los
granulocitos en las que expresaban receptores de estrogenos. Sin embargo, no
encontramos una justificacién clinica actual que pueda explicar estos resultados, ni
hemos encontrado estudios previos que hablan de diferencias en el sistema inmunitario

de las pacientes con estos tumores.

Este estudio tiene algunas limitaciones que se deben mencionar. En primer lugar,
a pesar de ser uno de los estudios con mayor muestra de mujeres con cancer de mama
en nuestro pais, el nimero de pacientes utilizado no es suficiente para poder extrapolar
los resultados al resto de la poblacién, por lo que estos necesitaran confirmarse en
estudios posteriores con un mayor tamafio muestral. En segundo lugar, las pacientes
fueron estudiadas Unicamente en el momento previo de la cirugia. Seria necesario
seguir la evolucion de los niveles de ansiedad y del sistema inmunitario de las mujeres
para poder observar si los valores regresan a la normalidad. Finalmente, para este
trabajo no hemos incluido posibles pequefios factores del estilo de vida de estas

mujeres, que podrian interferir con los resultados de la inmunosupresion.

Aun asi, los resultados obtenidos pueden tener implicaciones prondsticas y
terapéuticas. Conocer el estado del sistema inmunitario de las pacientes al diagnostico
puede servir como un factor prondstico de la enfermedad. Esto ya ha sido estudiado por
algunos autores, que han observado que la supervivencia libre de enfermedad a los 3
afios de las mujeres tenia un sistema inmunitario favorable era del 96% respecto a un

65% en las pacientes desfavorables (25).

Ademads, conocer los parametros del sistema inmunitario que se ven afectados
principalmente por el estrés secundario al diagnéstico del propio de cancer de mama,
permite obtener dianas terapéuticas que abran nuevas vias de investigacion para tratar
de potenciar la inmunidad de estas mujeres mediante tratamientos higiénico-dietéticos
o farmacolégicos e intentar disminuir el impacto perjudicial que tiene el estrés que se

produce derivado de este proceso.
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7. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

En nuestra muestra, mas del 60% de las mujeres diagnosticadas de cancer de
mama tuvieron un nivel de ansiedad moderado-alto en el momento del estudio.
No se han encontrado influencias del tipo de cirugia (conservadora o radical) en
el nivel de ansiedad de las pacientes.

No se encontraron diferencias relevantes entre los grupos de pacientes con
distintos tipos de tumores.

En nuestros datos, la inmunosupresion secundaria al estrés afecta tanto a la
inmunidad innata como la inmunidad adaptativa de las pacientes.

La funcién celular de los linfocitos T CD4 (Immuknow) se reduce segln aumenta

el nivel de ansiedad-estrés que tienen nuestras pacientes.
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ANEXO 1l

A-ESTADO

INSTRUCCIONES

A continuacion, encontrara una serie de frases que se utilizan corrientemente para

describirse uno a si mismo. Lea cada frase y marque con una X la alterativa que indique

mejor cOmo se siente usted ahora mismo, en este momento. No hay respuestas buenas ni

malas. No emplee demasiado tiempo en cada frase y conteste sefialando la respuesta que

mejor describa su situacion presente.

Nada| Algo| Bastante] Mucho

1. Me siento calmado 0 1 2 3
2. Me siento seguro. 0 1 2 3
3. Estoy tenso 0 1 2 3
4. Estoy afligido 0 1 2 3
5.Me siento comodo (estoy a gusto) 0 1 2 3
6. Me siento alterado 0 1 2 3
7. Estoy preocupado ahora por posibles desgracias

futuras 0 1 2 3
8. Me siento descansado 0 1 2 3
9. Me siento angustiado 0 1 2 3
10. Me siento confortable 0 1 2 3
11. Tengo confianza en mi mismo/a 0 1 2 3
12. Me siento nervioso 0 1 2 3
13. Estoy inquieto 0 1 2 3
14. Me siento muy “atado” (como oprimido) 0 1 2 3
15. Estoy relajado 0 1 2 3
16. Me siento satisfecho 0 1 2 3
17. Estoy preocupado 0 1 2 3
18. Me siento aturdido y sobreexcitado 0 1 2 3
19. Me siento alegre 0 1 2 3
20. En este momento me siento bien 0 1 2 3
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A-RANGO

INSTRUCCIONES

A continuacion, encontrara una serie de frases que se utilizan corrientemente para

describirse uno a si mismo o una a si misma. Lea cada frase y marque con una X la alterativa

gue indigue mejor cémo se siente usted en general, en la mayoria de las ocasiones. No

hay respuestas buenas ni malas. No emplee demasiado tiempo en cada frase y conteste

sefialando la respuesta que mejor describa su situacion presente.

me pongo tenso y agitado

Casinunca| Aveces | Amenudo | Casi
siempre

1. Me siento bien 0 1 2 3
2. Me canso rapidamente 0 1 2 3
3. Siento ganas de llorar 0 1 2 3
4. Me gustaria ser tan feliz como otros 0 1 2 3
5. Pierdo oportunidades por no decidirme pronto 0 1 2 3
6. Me siento descansado 0 1 2 3
7. Soy una persona tranquila, serena, sosegada 0 1 2 3
8. Veo que las dificultades se amontonan y no puedo con ellas | O 1 2 3
9. Me preocupo demasiado por cosas sin importancia 0 1 2 3
10. Soy feliz 0 1 2 3
11. Suelo tomar las cosas demasiado seriamente 0 1 2 3
12. Me falta confianza en mi mismo/a 0 1 2 3
13. Me siento seguro 0 1 2 3
14. No suelo afrontar las crisis o dificultades 0 1 2 3
15. Me siento triste (melancélico) 0 1 2 3
16. Estoy satisfecho 0 1 2 3
17. Me rondan y molestan pensamientos sin
_ _ 0 1 2 3
importancia
18. Me afectan tanto los desengafios que no

0 1 2 3
puedo olvidarlos
19. Soy una persona estable 0 1 2 3
20. Cuando pienso sobre asuntos y preocupaciones actuales 0 1 2 3
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INTRODUCCION

El cancer de mama es el mas frecuente y el que tiene una mayor tasa de mortalidad
en mujeres en la mayoria de paises del mundo. El diagnéstico de cancer supone un
estrés y genera ansiedad a las mujeres que lo sufren. Esto se vera reflejado en una
inmunosupresién de su sistema inmune que podria tener consecuencias en el
tratamiento y prondstico de las pacientes.

Citocinas

M EIMPATICO

HODULD.
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Figura 1. Relacién del estrés, el eje hipotdlamo-hipdfisis y el sistema inmunitario. Sistema

bidireccional.
OBJETIVOS

o Estudiar los niveles de estrés y ansiedad en las pacientes

Estudiar si existen diferencias en los niveles de ansiedad de las pacientes tras
conocer la cirugia programada (radical o conservadora).

Estudiar las diferencias de la respuesta inmunitaria y la ansiedad en pacientes con
distintos tipos de tumores de mama.

° Estudiar el sistema inmunitario y su correlacién con los niveles de ansiedad

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de 79 mujeres en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid

o

Entrevista clinica
Cumplimiento de los criterios de inclusién-exclusion
Consentimiento informado

t

Evaluacion psicolégica de los niveles de ansiedad
Estudio del sistema inmunitario
Extirpacion quirGrgica y andlisis anatomopatolégico del tumor

- Recuento leucacitario

- Humoral: complemento e

IgA, IgM, 1gG =

- Celular adaptativa: -

subpoblaciones linfocitari -
su funcion (Immuknow)

- Celular innata: monc

y granulocitos (Fago y

Burst test)

El nivel de ansiedad se
mi n el cu i

R. Estrogenos
R. Pro

moderada y alta.
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Estudio del sistema inmunitario y su correlacion con los niveles de ansiedad

Tabla 1. Resumen de los resultados mas relevantes de la correlacion Ansiedad Estado- Inmunidad
(Mon.=monacitos; Gran.= granulocitos)

Ansiedad Estado Correlacién [p Spearman
Parametros Moderada
P-valor
Media DE Media DE Media DE
1gG 1250,17) 334,01 1166,95| 211,24| 1062,36| 223,10| 0,0264 -0,233
Linfocitos T % 7059| 7,51 7508| 712| 71,27 7,71 0,0264 0,269
Linfocitos NK % 16,50| 848| 1262 622| 1473 80s| 00484 -0,233
indice ATP 11,28| S.44 7,98 691 340| 153| 0017 -0,321
Fagocitosis Mon 115,1j 54,69 92,77| s50,24| 97,70| 57,87 0025 -0,270
Choque oxid. Gran. 14.¢8| 9,64] 1334] 378] 1794 733] 0002 0,368

Figura 3. Correlacién de la funcion de los linfocitos T (Immuknow) con la Ansiedad Rasgo (p=0-012)
(izquierda) y Estado (p-valor =0.017) (derecha).
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CONCLUSIONE

En nuestra muestra, mas del 60% de las mujeres diagnosticadas de cancer de mama
tuvieron un nivel de ansiedad moderado-alto en el momento del estudio.

No se han encontrado influencias del tipo de cirugia (conservadora o radical) en el
nivel de ansiedad de las pacientes.

No se encontraron diferencias relevantes entre los grupos de pacientes con distintos
tipos de tumores.

En nuestros datos, la inmunosupresion secundaria al estrés afecta tanto a la
inmunidad innata como la inmunidad adaptativa de las mujeres.

La funcion celular de los linfocitos T CD4 (Immuknow) se reduce segun aumenta el
nivel de ansiedad-estrés que tienen nuestras pacientes.
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