Ciberesp

PROTOCOLO ESTUDIO MCC-SPAIN
ACCION TRANSVERSAL DEL CANCER CIBERESP

Version 16: 4 de septiembre de 2012



INDICE

Grupos participantes

Introduccién

Criterios de inclusion y exclusién de casos y controles
Identificacién de los casos

Selecciéon de controles

AR T

Muestras biolégicas
6.1. Muestras de sangre
6.2. Muestras de saliva
6.3. Muestras de una
6.4. Muestras de pelo
6.5. Muestra de orina
6.6. Muestras de tejido fresco
6.7. Muestra de grasa
7. Medidas antropométricas
7.1. Instrucciones para la medida del contorno de cintura y cadera
7.2. Instrucciones para la evaluacién del ratio 2D:4D
7.3. Medida de la distancia anogenital
Recogida de mamografias
Entrevista
10. Cuestionario de dieta
11. Gestién de bases de datos

12. Aspectos éticos



1. GRUPOS PARTICIPANTES

1. Institut Municipal d’Investigacié Médica (IMIM-Hospital del Mar) - Centre for Research in

Environmental Epidemiology (CREAL): Manolis Kogevinas (IP), Gemma Castafio Vinyals, Judith

Cirac, Cristina Villanueva, Cecilia Persavento, Estela Carrasco, Yasmin Sabaté, Lourdes Arjona, Gloria
Carrasco, Michelle Mendez, Kyriaki Papantoniou, Dora Romaguera, Lucas Salas, Esther Gracia, Ja-

Paul Zock, Mariona Bustamante, Nadia Espejo

2. Centro Nacional de Epidemiologia, Instituto de Salud Carlos III: Marina Polldn (IP), Nuria

Aragonés, Beatriz Pérez-Gémez, Virginia Lope Carvajal, Elena Boldo, Maria Angeles Sierra, Angel
Gonzalez, Gonzalo Lépez-Abente, Adela Castell6, Esther Garcia-Esquinas, Eva Ferreras Barrera, Javier

Garcia, Marta Cervantes, Pablo Fernandez Navarro, Rebeca Ramis

3. Servicio de Epidemiologia, Consejeria de Sanidad de Murcia: Carmen Navarro, Concepcion Lopez-

Rojo, Maria Dolores Chirlaque, Enrique Pellicer, Ana Jerénimo, M?* Carmen Herndndez, José Maria

Huerta

4. Instituto Universitario de Oncologia, Universidad de Oviedo: Adonina Tardén, Manuel Rivas,

Avelino Menéndez Crispin, Maria José Fernandez, Arturo Garcia Alvarez, M? Felicitas Lopez Cima,

Ana Ferndndez Somoano, Ana Souto, Begofia Martinez Argtielles, Eduardo Belmonte, Esther Vizcaino

5. Subdirecciéon de Salud Publica de Gipuzkoa: Jone M Altzibar, Miren Dorronsoro, Ander Gémez,

Usoa Garin, Maria Jests Michelena, Cristina Saraqueta, Nerea Larrafiaga, Itziar Zaldua, Pilar Amiano,

Enrique Ulibarrena, Irune Ruiz Diaz, Larraitz Arriola, Lurdes Azpiroz Galarza, Mikel Azpiri

6. Instituto de Salud Publica de Navarra: Eva Ardanaz, Maria Ederra, Milagros Garcia Lopez, Aurelio
Barricarte Gurrea, Nieves Ascunce, Conchi Moreno, Carmen Ezponda, M?® Eugenia Pérez de Rada,
Estefanfa Toledo, Ana Barcos, Nerea Egiiés, Antonia Martinez, Leire Martinez Goiii, Conchita de

Miguel, Marcela Guevara Eslava, Jests Castilla

7. Institut Municipal d’Investigaci6 Médica- Grupo de Investigacion en epidemiologia clinica i

molecular del cdncer: Miquel Porta, Paloma Quesada

8. Unitat de Bioestadistica i Bioinformética - Institut Catala d’Oncologia: Victor Moreno, Marta Crous,

Elisabet Guiné, Isabel Padrol, Mireia Garcia, Ainara Expésito, Laia Paré

9. Unitat d’'Infeccions i Céancer - Institut Catala d’Oncologia: Silvia de Sanjosé, Delphine Casabonne,

Yolanda Benavente, Maria Teresa Alonso, Laura Costas, Claudia Robles

10. Hospital Universitario San Cecilio: Nicolads Olea, Marieta Fernandez




11. Universidad de Leén: Vicente Martin Sanchez, Antonio José Molina, Tania Fernandez, Andrés

Palomo, Belén Matilla, Carmen Castafién, Emiliano Honrado, Isis Atallah, Luis Ortega Valin,
Mercedes Herndndez, Oscar Sanz, Santiago Vivas, Serafin de Abajo Olea

12. Servicio de Microbiologia, Hospital Ramén y Cajal: Beatriz Romero, Mario Rodriguez, Rafael

Cantoén, Rosa del Campo, Fernando Baquero

13. Hospital del Mar: Maria Sala, Cris Murta, Francesc Macia, Loli Perea, Xavier Castells

14. Universidad de Huelva: Juan Alguacil, Javier Caballero, Rocio Capelo Alvarez, Ana Maria

Jiménez, Amara Garcia, Macarena Prieto, Encarnaciéon Marin, Jessica Félix, Laura Davis, Angela
Zumel, Rosa Galisteo Garrido, Susana Dominguez Pérez, Marian Diaz Santos, Esperanza Ramos

Sénchez, Nela de la Corte Sanchez, J.L. Gémez Ariza

15. Universidad de Cantabria: Javier Llorca, Inés Gomez Acebo, Trinidad Dierssen Sotos, Pilar

Gonzalez Echezarreta, Paula Picéon, Almudena de la Pedraja Pavon

16. Universidad de Granada: José Juan Jiménez Moleén, Aurora Bueno, Rocio Olmedo Requena, Maria

del Carmen Olmedo Requena, Maria Fernandez Prada, Paloma Garcfa Martin, Sergio Merino Salas,

Benito Mirén Pozo, Eladio Jiménez Mejias, Obdulia Moreno Abril

17. Centro Superior de Investigcacién en Salud Publica (CSISP) - Valencia: Rosana Peir6, Monica

Ripoll, Vicent Villanueva, Ana Molina, Dolores Salas

18. Sistema de Informacién Nacional de Agua de Consumo (SINAC) - Madrid: Margarita Palau

19. Unitat d'Epidemiologia i Registre de Cancer de Girona (UERCG) - Institut d’Investigacio
Biomedica de Girona (IdIBGi): Rafael Marcos Gragera, M Loreto Vilardell Gil, Angel Izquierdo Font,

Josep M Roncero Vidal, Maria Buxé Pujolras, Gemma Renart Vicens, Montserrat Puig Vives, Gemma

Osca Gelis, Marc Saez Zafra, M Carme Carmona Garcia



2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

2.1. ANTECEDENTES

1. La accién estratégica de cancer del CIBERESP: estudio “MCC-Spain”

A finales de 2007, el Instituto de Salud Carlos III y el CIBER de Epidemiologia y Salud Publica
firmaron un convenio de colaboracién para el desarrollo de la accién transversal del cancer aprobada
mediante acuerdo del Consejo de Ministros de 11 de Octubre de 2007. El CIBERESP se compromete en
dicho convenio a desarrollar y ejecutar un plan operativo de investigaciéon epidemioldgica en cancer.
Dicho plan operativo anual cuenta con una dotacién econémica especifica consignada en el convenio
de 750.000€ para el afio 2008.

En 2008, el CIBERESP pone en marcha un estudio multicaso-control (MCC-SPAIN) para investigar la
influencia de factores ambientales y su interacciéon con factores genéticos en tumores muy frecuentes o
con caracteristicas epidemioldgicas peculiares en nuestro pais, en las que los factores ambientales

implicados no son suficientemente conocidos.

MCC-SPAIN cuenta con los siguientes elementos clave: 1) seleccién de controles poblacionales; 2)
toma de muestras bioldgicas en casos y controles para la medicién de exposiciones ambientales; 3)
constitucién de un banco de DNA para incorporar a las iniciativas internacionales de exploracién del
genoma (genome-wide association studies), e 4) inclusién de muestras tumorales para la

subclasificacién molecular.

Los tumores elegidos para su estudio en la Accién Estratégica 2008 son el cancer colorrectal y el cancer
de mama. Este estudio ha sido ampliado con cancer gastroesofdgico y de préstata con la financiacién
adicional solicitada al FIS en la convocatoria 2008 (FIS PI08/1770). El céncer colorrectal se ha
seleccionado debido a su frecuencia en ambos sexos. El cancer gastroesofagico ha sido elegido por su
caracteristico patrén geografico y las hipétesis ambientales sugeridas. El cdncer de préstata se ha
seleccionado por su frecuencia y su caracter hormonal, compartiendo con el cancer de mama las
hipétesis etioldgicas sobre disrupciéon endocrina. También se ha ampliado con el reclutamiento de
leucemia linfocitaria crénica y linfoma linfocitico pequefio LLC/LLP (Chronic Lymphocytic
Leukemia - CLL y Small type Lymphocityc Lymphoma- SLL) en colaboracién con el ICGC en el que

participa el Hospital Clinic de Barcelona (International Cancer Genome Consortium).

Algunos grupos de CIBERESP estan ya implicados en el estudio prospectivo europeo de dieta y cancer
(European Prospective Investigation on Cancer and Nutrition, EPIC). MCC-SPAIN aportara
informacién complementaria, prestando especial atencién a las exposiciones ambientales,
principalmente metales, trihalometanos, disruptores endocrinos y medicamentos. Este proyecto se
abre a la colaboracién con el CIBER de Enfermedades Hepatico Digestivas, con el Centro Nacional de

Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) y otras instituciones.



Esta propuesta estd enfocada hacia la salud publica, haciendo hincapié en los tumores mas comunes
que afectan a la poblacién espafiola. Uno de los puntos fuertes de este estudio es el tamafio muestral,
el cual permitird hacer analisis genéticos, andlisis de asociacién con factores ambientales y también
analizar las interacciones gen-ambiente. Su caracter multicéntrico, con la inclusién de casos en siete
regiones espafiolas, nos dard una visién mas amplia de las causas de estos tumores en las diferentes
regiones de Espafia. Todos los centros tienen experiencia en estudios de esta indole. Los grupos del
CREAL y de Asturias participaron en el estudio mas grande realizado hasta ahora en Espafia sobre
cancer de vejiga, incluyendo sujetos de 5 regiones espafiolas, y analizando exposiciones ambientales,
factores genéticos, e interacciones gen-ambiente. El grupo del ISCIII pertenece al Centro Nacional de
Epidemiologia, especificamente al Area de Epidemiologia Ambiental y Cancer. Tienen tres lineas de
investigacién, la monitorizacién de la situacién del cancer en Espafa (linea en la cual son referencia
nacional), la epidemiologia ambiental, ocupacional y estilos de vida, y la epidemiologia genética y
molecular del cancer. Los grupos de Murcia, Guiptzcoa y Navarra participan en el estudio EPIC. Los
grupos del Institut Catala d’Oncologia y el Grupo de Epidemiologia Clinica y Molecular del Céancer
del IMIM tienen experiencia en la evaluacién de medicamentos y cédncer, y en la evaluaciéon de
exposiciones ambientales, respectivamente. El equipo de la Universidad de Granada (Prof. N Olea) es

reconocido a nivel internacional por su investigacién en disruptores endocrinos.

2. Cancer colorrectal

2.1. Incidencia

El de colon es el segundo cancer més frecuente en los paises desarrollados. En Espafia, el colorrectal es
el tercer cancer mas frecuente en hombres y el segundo en mujeres. Las tasas de incidencia estimadas
para el periodo 1993-1996 son de 29.21 casos por 100,000 habitantes en hombres y 20.79 en mujeres,
para el cancer de colon y recto combinados. Datos actualizados de 1998-2001 de los registros
poblacionales de tumores muestran tasas de incidencia de cancer de colon entre 14.5 (Albacete) a 28.6
(Girona) en hombres, y entre 11.5 (Zaragoza) y 18.6 (Girona) en mujeres. Para el cdncer de recto, las
tasas de incidencia oscilaban entre 10.4 (Cuenca) y 17.3 (Pais Vasco) en hombres, y 4.6 (Albacete) y 7.8

(Zaragoza) en mujeres.

2.2. Factores de riesgo

La dieta es el factor etiolégico mas importante del cancer colorrectal. Una dieta rica en proteina animal
y consumo de alcohol incrementa el riesgo, mientras que el consumo elevado de frutas, verduras y
lacteos son protectores. Se ha sugerido que el consumo elevado de grasas podria aumentar el riesgo y
que el consumo elevado de fibra lo reduciria, pero la evidencia para estos factores es inconsistente. En
algunos estudios se ha observado que el café protege contra el cancer colorrectal, pero la asociacién no
es concluyente. Algunos estudios han sugerido que los suplementos de acido félico, calcio y vitamina

E son protectores. La actividad fisica reduce el riesgo, mientras que la obesidad lo incrementa.

También se han identificado algunos factores reproductivos como factores etiolégicos. La nuliparidad

incrementa el riesgo mientras que el uso de contraceptivos orales y la terapia hormonal sustitutoria en



mujeres posmenopausicas reduce el riesgo. La enfermedad de Crohn y el sindrome de colon irritable
predisponen al desarrollo de cancer colorrectal.

Factores ambientales como los subproductos de la desinfeccion del agua se han investigado en
estudios epidemiolégicos con resultados inconsistentes. Limitaciones metodoldgicas en evaluar la
exposicién a largo plazo explican parte de la inconsistencia (Stewart 2003; Schottenfeld 1982; Potter
2002).

3. Cancer de mama

3.1. Incidencia

El cancer de mama es el tumor mds frecuente en mujeres, diagnosticindose mas de un millén de casos
nuevos cada afio. En Espafia, segtn las altimas estimaciones, se diagnostican anualmente alrededor de
16000 casos nuevos (Ferlay 2004). Este tumor es, ademas, la primera causa de mortalidad por cancer
en mujeres espafiolas, con tasas de 18,6 casos por 100.000 mujeres-afio en 2005 (Lépez-Abente 2006),
inferior a la estimada para el conjunto de Europa (Ferlay 2007). Aunque la incidencia esta aumentando
en nuestro pais un 2-3% anual, desde la década de los 90 la mortalidad disminuye un 2% cada afio en
promedio (Lépez-Abente 2005). La supervivencia a 5 afios se sittia en un 83%, significativamente mas

alta que la media europea (Verdecchia 2007).

3.2. Factores de riesgo

Los factores de riesgo mas importantes son la edad, la menarquia precoz, la menopausia tardia, la
nuliparidad o el primer embarazo a edad tardia, la exposicién a radiaciones ionizantes, la presencia de
mutaciones en genes de alta penetrancia (BRCA1l, BRCA2 y otros), la existencia de antecedes
familiares y la obesidad en postmenopausicas (Dumitrescu 2005). Muchos de estos factores acttian
modificando el nivel o el tiempo de exposicién a las hormonas sexuales end6genas. Recientemente, se
ha propuesto un modelo etiopatogénico sobre la tasa de proliferaciéon y maduracion del tejido
mamario que explicaria la influencia de la edad y los factores reproductivos en combinacién con la
tasa de estrégenos circulante (Pike 2004). La presencia de un patrén mamografico denso es uno de los
principales factores de riesgo mas recientemente identificados (Dumitrescu 2005; Colditz 2006; Boyd
2005). La densidad mamografica varia en funcién de las variables reproductivas y de otros factores
ambientales, aunque se ha descrito una importante contribucién genética en la determinacién de este
patrén (Boyd 2005).

En estos momentos se considera que la susceptibilidad genética juega un importante papel en el
cancer de mama. La historia familiar es uno de los factores de riesgo mejor establecidos. No obstante,
los principales genes de alta penetrancia identificados hasta la fecha (BRCA1, BRCA2, P53, PTEN,
HRAS1 y ATM) explican menos del 25% de los casos familiares de cancer de mama (Houlston 2004).
Globalmente, el cancer de mama se considera una enfermedad compleja desde el punto de vista
genético, y se acepta que el modelo poligénico, con participacién de distintos polimorfismos, es el més
adecuado para explicar la susceptibilidad genética en el cdncer de mama (Pharoah 2002). Los anélisis

de segregacion sugieren que el 50% de los tumores de mama se acumularian en el 12% de la poblaciéon



mas susceptible, si dicha clasificacién de susceptibilidad fuese posible (Pharoah 2002). La
identificaciéon de estos polimorfismos de baja penetrancia es un &drea de especial interés en la
investigacion actual (Houlston 2004). Los polimorfismos mds investigados incluyen los genes
implicados en las rutas de sintesis y metabolismo de los estrégenos, la reparacién del DNA, y las

principales rutas metabdlicas (Colditz 2006).

A pesar de la cantidad de investigacion existente en cdncer de mama, existen todavia muchas lagunas
en la epidemiologia de este cancer, ya que los factores de riesgo clasicos explican menos del 50% de los
casos observados (Madigan 1995). Por este motivo, una de las areas de interés prioritario es el estudio
de los posibles agentes ambientales que puedan explicar la alta incidencia de esta patologia,
habiéndose prestado especial atencién a los compuestos con efectos similares a las hormonas
femeninas. Los estudios en animales de laboratorio han identificado mas de 200 sustancias que se
comportan como carcinégenos mamarios y unas 250 sustancias mimetizan o interfieren la actividad
estrogénica (Brody 2007). En estudios epidemioldgicos, las sustancias mas investigadas han sido los
compuestos organicos persistentes, principalmente los PCBs, el DDT y sus metabolitos. En conjunto,
los estudios epidemiolégicos sobre pesticidas organoclorados aportan resultados inconsistentes o
negativos, pero la exposicién en épocas precoces de la vida ha sido poco investigada. La exposicién a
PCBs podria incrementar el riesgo de cancer de mama en el 10-15% de mujeres portadoras de algunas
variantes genéticas (Brody 2007). Por otra parte, la exposicién a hidrocarburos aromaéticos policiclicos
aumenta el riesgo de cancer de mama (Brody 2007). Finalmente, los solventes organicos podrian
incrementar la incidencia de estos tumores, aunque la evidencia procede principalmente de estudios
ocupacionales (Brody 2007). Por el momento, no se dispone de suficiente informacién para
caracterizar el efecto de otros disruptores endocrinos, como los ftalatos, el bisfenol A, el 4cido

perfluorooctanoico, etc (Brody 2007).

4. Cancer gastrico (CG) y esofagico (CE)

4.1. Incidencia

A pesar del descenso en su incidencia y mortalidad (Aragonés 1997), el CG ocupa en Espafia el 4°
lugar en hombres y el 5° en mujeres, con una distribucién geografica muy caracteristica, persistente en
el tiempo, diferente a la de cualquier otro tumor y similar en ambos sexos (Aragonés 2008, Lépez-
Abente 2006).

4.2. Factores de riesgo

Existen dos grandes grupos de tumores gastricos. El carcinoma distal (no cardias), de tipo
predominante intestinal, mds prevalente en hombres, individuos de mayor edad y grupos
socioeconémicos mds bajos, tiene como principales factores de riesgo la dieta y la infeccién por
Helicobacter pylori, habiéndose descrito un efecto protector del consumo de antiinflamatorios no
esteroideos. El carcinoma de cardias, mas frecuentemente de tipo histolégico difuso, con una ratio
hombre:mujer cercana a 1, es mas habitual en gente mds joven y se relaciona con la obesidad, el reflujo

gastroesofagico y medicamentos (Fortuny 2007). Comparte caracteristicas epidemioldgicas y factores



de riesgo con el adenocarcinoma del tercio distal de eséfago, lo que hace recomendable su estudio
conjunto. Ambos tumores muestran una preocupante tendencia ascendente en las tltimas décadas en
Europa (Botterweck 2000).

Muchos de los tltimos hallazgos epidemiolégicos sobre dieta, tabaco (Gonzalez 2003), H. pylori (Palli
2007) y susceptibilidad genética en CG y CE tienen su origen en el estudio EPIC (Agudo 2007) en el

que participan 6 grupos espafioles (Granada, Murcia, Asturias, San Sebastidn, Navarra y Barcelona).

En Espafia, las enormes diferencias en el riesgo de morir por CG entre distintas regiones sugieren la
implicacién de exposiciones ambientales persistentes (Aragonés 2008). La mayor concentraciéon de
municipios con exceso de riesgo se localiza en Castilla y Le6n, regién no incluida en el estudio EPIC.
Una de las fuentes de exposicién a agentes toxicos que cumple los requisitos mencionados es el agua
de origen profundo, que puede introducirse en la cadena alimentaria a través del agua de bebida, o
por consumo de alimentos regados con ella. Castilla y Leén presenta niveles elevados de nitratos y
arsénico en las aguas profundas de su principal cuenca hidrografica (Sahtn 2008, Garcia-Sanchez
2005). Es ademas una de las zonas en las que se declaran mayores vertidos industriales de cromo al

agua (EPER-Espafia 2008), metal que se ha asociado con este tumor (Beaumont 2008).

Un 10-15% de los CG presentan agregacién familiar, ligada a ciertos sindromes hereditarios (Barber
2006). La susceptibilidad al CG viene también modulada por polimorfismos en genes involucrados en
la proteccién de la mucosa gastrica, en la respuesta inflamatoria frente a la infeccién por H. pylori, en
la detoxificaciéon de carcinégenos, en la reparacion del ADN y por otras vias (Gonzalez 2002;
Hamajima 2006). Por otra parte, la susceptibilidad al CE parece modulada por genes que codifican
enzimas metabdlicas (Hiyama 2007). La literatura disponible refleja la necesidad de realizar estudios
con una potencia adecuada, capaces de proporcionar informacién por tipo histolégico y localizaciéon

anatémica y poder tener en cuenta la interaccién gen-gen, gen-ambiente y la infeccién por H. pylori.

5. Cancer de prostata (CP)

5.1. Incidencia

El cancer de prostata es el 2° tumor més frecuente en hombres, con mas de 13000 casos diagnosticados
en Espafia (Ferlay et al, 2004). Histol6gicamente, un 95% son adenocarcinomas, y el resto carcinomas
de células escamosas o transicionales y sarcomas (Fernandez et al, 1998). Actualmente la mayoria de
casos se presentan sin sintomas ya que han sido detectados por el cribado con PSA (antigeno

prostatico especifico).

5.2. Factores de riesgo

La incidencia del CP aumenta a partir de los 50 afios (Granado de la Orden, 2006). La susceptibilidad
genética explicaria mas de 1/3 de la incidencia (Lichtenstein, 2000). Tres estudios recientes han
realizado analisis de asociacién del genoma completo y CP (Eeles et al, 2008; Thomas et al, 2008;

Gudmundsson et al, 2008), confirmando algunas variantes comunes en 5 loci e identificando nuevas



variantes como SNPs en el cromosoma 10 cerca del gen MSMB o variantes en Xp11.22, aunque los
resultados no son consistentes en todos los estudios. Se observa un incremento del riesgo en
aplicadores de pesticidas (Alavanja et al, 2005) y una interacciéon entre la exposicién a ciertos
pesticidas (organofosforados, herbicidas) y la historia familiar (Alavanja, 2003). El rol de la dieta en el

CP esta atn por esclarecer.

Se ha investigado el efecto de los andrégenos, la 5-alfa reductasa, y los estrégenos con resultados
inconsistentes. La IGF-1 podria conferir un aumento del riesgo, siendo un potente mitégeno que
inhibe también la apoptosis (Stattin et al, 2000). Estos resultados han de mirarse con cautela, debido a
posibles sesgos metodolégicos en la medida del nivel hormonal. Ademads, entre los factores

hormonales es necesario considerar también la disrupcién endocrina exégena (ver mas adelante).
En conclusién, aunque el componente genético sea de gran importancia, la variabilidad geografica del
CP, también en nuestro pais (L6épez-Abente 2006), y los cambios de incidencia en poblaciones

migratorias sugieren la implicacién de factores ambientales.

6. Agua de bebida, metales, nitratos, compuestos organicos persistentes (COPs) v evaluacion de la

exposicion ambiental

El agua de bebida como fuente de exposicién a téxicos esta siendo investigada sobre todo en relaciéon
con la asociacién entre cancer de vejiga (Villanueva 2007) y colorrectal y los productos de la cloracién.
Los trihalometanos son subproductos que se forman en el agua por la combinacién de materia
organica y derivados halogenados, como cloro y fltor, utilizados en la potabilizacién. El riesgo de
cancer colorrectal asociado a la exposicion a subproductos de la cloracién (SPD) ha sido evaluado en
estudios epidemiolégicos desde que el cloroformo fue detectado en 1974 (Rook 1974, Bellar 1974). Los
primeros estudios de disefio ecolégico evaluaban cancer de diversos 6rganos simultdneamente
(Cantor 1978, Page 1976, Kuzma 1977, Carlo 1980). Los estudios posteriores de disefio caso-control de
mortalidad o basados en registros se han realizado desde los afios 80 principalmente en América del
norte, mejorando aspectos metodolégicos de estudios anteriores (Gottlieb 1982, Alavanja 1979,
Brenniman 1980). La mayorfa incluye informacién individual sobre exposicién y covariables,
permitiendo una evaluacién de la exposicién individual y ajuste por confusores potenciales. Sin
embargo, la evaluacién cuantitativa de la exposicion a SPD es rara, y los sujetos son clasificados con
marcadores indirectos como origen del agua potable, tratamiento, y afios de residencia en casas
suministradas con agua superficial clorada. Se observé un ligero incremento del riesgo de céancer
colorrectal en algunos estudios, pero limitaciones metodolégicas cuestionaban la validez de los
resultados. Los siguientes estudios son de disefio caso-control y cohorte de casos incidentes, con
informacién detallada sobre la exposicién como el historial residencial (King 2000, Wilkins 1981). Se
han usado diferentes métodos para evaluar la exposicién, y los estudios muestran resultados
inconsistentes. No se ha evaluado la interaccién gen-ambiente debido a polimorfismos en las enzimas
metabolizadoras de los SPD (GSTT1, GSTZ1, CYP2El). En resumen, aunque existe evidencia
experimental de plausibilidad biolégica, los estudios epidemiolégicos muestran resultados

inconsistentes.
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El cancer gastrointestinal apareci6 asociado con marcadores de exposicién a SPD en algunos estudios
(Page 1976). En el caso del cincer de mama y de préstata esta fuente de exposicién ha sido poco

explorada.

Los nitratos son los contaminantes en el agua y la dieta mas estudiados por su posible implicacién en
la carcinogénesis gastrica especialmente en dareas de alto contenido en nitratos. El arsénico,
carcinégeno probado para cancer de piel, vejiga y pulmén, puede potenciar el efecto de otros agentes
carcindgenos, ya que afecta a las vias de reparaciéon del ADN. La principal via de exposicién en la
poblacion es la digestiva. El arsénico se comporta ademas como irritante géstrico, pero todavia ha sido
poco estudiado en relacién con el CG (Bates 1992; IARC 2002). Son necesarios nuevos datos para
clarificar la relacién entre tumores digestivos y la exposicién a cromo hexavalente, un cancerigeno
reconocido (Beaumont 2008). La exposicion a este agente se produce a través de la dieta (Reynolds
2007) y el agua de bebida.

Ademas también se evaluara si la exposicion a COPs puede jugar un papel en el riesgo de cancer
gdstrico. Nuevos métodos en epidemiologia ambiental (Nieuwenhuijsen 2003) incluyen la utilizacién
de GIS (geographic information systems) y biomarcadores, y facilitan la evaluacién de exposiciones

complejas ambientales.

7. Disrupcion endocrina exégena v microambiente hormonal perinatal

El cancer de prostata y el cancer de mama (incluido también en MCC-Spain) son hormono-
dependientes. Los plésticos y derivados del petréleo eliminados al ambiente se comportan como
disruptores endocrinos, interfiriendo en las rutas metabélicas de los andrégenos (Harris 2008).
Ademas son hidrofébicos y se bioacumulan (Van der Oost 2003). Muchos plaguicidas se comportan
como disruptores endocrinos y algunos (por ejemplo, la atrazina) inducen cancer de mama y proéstata
en ratas (Fan 2007).

El efecto de los disruptores endocrinos ha sido estudiado, de forma insuficiente, en tumores de mama
y proéstata (Brody 2007, Wigle 2008). La evidencia sugiere que el efecto conjunto de estas sustancias es
aditivo, por lo que resulta especialmente relevante considerar su efecto global, teniendo en cuenta su
bioacumulacién (Kortenkamp 2007). Frente al estudio aislado de cada disruptor, se ha propuesto la
medicién de la carga xenoestrogénica global TEXB (Fernandez 2007). Este marcador se ha utilizado en
muestras de tejido adiposo en un estudio caso-control de cdncer de mama, con resultados positivos
(Ibarluzea 2004). El mismo grupo, perteneciente a CIBERESP, estd poniendo en marcha la medicién de

carga la xenoestrogénica global en sangre.

Por otra parte, en los tumores hormono-dependientes cobra especial importancia el microambiente
hormonal in ttero. La evaluacion de los efectos de disruptores endocrinos se ha evaluado mediante la
utilizacién de fenotipos permanentes indicadores de exposiciones tempranas como son la razén entre
la longitud del dedo indice y del dedo anular, la evaluacion de déficit de testosterona mediante la

ratio cintura-cadera, y la distancia anogenital.
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La razén entre la longitud del dedo indice y del dedo anular (ratio 2D:4D) de la misma mano es un
rasgo dimoérfico, establecido probablemente in ttero y utilizado como medida indirecta de la
exposicién perinatal a andrégenos. A mayor ratio, menor exposicién a andrégenos, menor funciéon

testicular y menor concentracién de testosterona (Manning JT, 2000).

La exposicion intrauterina a las hormonas sexuales determina el patrén de distribucién de la grasa,
medible a través de la ratio cintura-cadera. Los andrégenos intra-titero favorecen la acumulacién
ventral de la grasa. Por el contrario, la exposicién a la testosterona en adultos tiende a reducir dicha
adiposidad. La adiposidad central, medida a través de esta ratio es un buen predictor de la caida en

los niveles de DHEAS (sulfato de dehidroepiandrosterona)

La distancia anogenital (distancia desde el ano a la base del escroto en hombres o a la base de los
genitales en mujeres) es un fenotipo permanente y una medida sensible a la exposicién prenatal a
antiandrégenos en estudios experimentales. Esta distancia es dimérfica; los hombres tienen
aproximadamente el doble de distancia que las mujeres. La evidencia es todavia limitada en humanos

sobre el efecto de los disruptores endocrinos en la distancia anogenital (Swan, 2005).

8. Farmacos

En los ultimos afios ha surgido un gran interés por un grupo de medicamentos conocidos como
“estatinas” cuya exposicion ha sido insuficientemente evaluada. Acttian en la via del mevalonato
inhibiendo la reductasa de la hidroxi-metil-glutaril coenzima A, y se utilizan en el tratamiento de la
hipercolesterolemia. Experimentos in vitro e in vivo sugieren que las estatinas podrian ser activas
contra diversos tipos de céncer, incluyendo cancer de préstata y colorrectal (Demierre, 2005). También
se ha observador un menor riesgo de LLC (Fortuny ] et al, 2007), aunque este tultimo hallazgo debe
confirmarse en una muestra de mayor tamario.

En 2006, se vendieron al Sistema Nacional de Salud un 16% mds de unidades de estatinas que en 2005
(http:/ /www.portalfarma.com/home.nsf). Varios estudios epidemiolégicos han mostrado que estos
farmacos podrian ser activos frente a distintos tumores (Fortuny 2006), entre ellos el de prostata y el
cancer esofagico y gastrico, aunque con resultados no concluyentes (Flick 2007, Boudreau 2008,
Farwell 2008, Friedman 2007, Kaye 2004). Debido al creciente ntimero de personas en tratamiento con
estatinas y a la falta de informacion en cuanto a su relacién con el riesgo de cancer, es necesaria la
evaluacién de dicha relacién en consumidores crénicos. La confirmacién de un efecto protector de

estos estatinas podria abrir las puertas a estudios sobre su uso en la quimioprevencién del céancer.

Existen atin pocas evidencias en relaciéon al uso de AINES y analgésicos en relaciéon al cancer de
prostata y gastroesofagico, aunque se ha sugerido un rol protector en otros canceres. El uso crénico de
antiinflamatorios no esteroideos como la aspirina se ha asociado con una reduccién del riesgo de

cancer colorrectal en determinados grupos.
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9. Leucemias

La Leucemia Linfocitaria Crénica (LLC) y el Linfoma Linfocitico Pequefio (LLP) en el adulto (>20
aflos) representa en Espafia el 43% de todas las leucemias. La incidencia de nuevos casos tiene una
gran variabilidad geografica con tasa muy altas en Canada y Nueva Zelanda (tasas de 12 por 10,000 en
hombres y de 5-6 por 10,000 en mujeres), mientras que las tasas mds bajas se registran en poblacion
oriental (en China tasas del orden de 0.3 por 10,0000 habitantes). En Espafia la deteccién de nuevos
casos es de 4-5 por 100,000 en hombres y de 2-3 por 100,000 en mujeres. Esta gran variabilidad
geografica puede indicar una influencia de factores ambientales aunque no se puede descartar que
exista una diferencia importante en el registro y diagnoéstico de estos casos ya que los paises con tasas
mas altas son, en su mayoria, paises con un avanzado nivel econémico.

La incidencia de LLC/LLP es en todas las geografias claramente superior en hombres que en mujeres,
siendo generalmente del orden de dos veces mayor. Esta diferencia puede deberse tanto a factores
ambientales como del huésped (genéticos o hormonales).

Uno de los factores de riesgo mds claramente definidos para el desarrollo de LLC/LLP es la historia
familiar de LLC/LLP o de otra enfermedad neopléasica hematolégica (Goldin et al. 2004; Wang et al.
2006).

En Espafia, Domingo-Domenech et al (2005) mostraba un riesgo cuatro veces mayor para agregacion
familiar de cdnceres hematolégicos.

Se han descrito varios factores ambientales asociados con un incremento del riesgo de LLC/LLP:

- Laborales: Se han asociado miltiples exposiciones quimicas a un aumento de riesgo de LLC/LLP
especialmente en el ambito laboral. Estas incluyen exposicién a benceno (Arpa et al. 1983; Glass et al.
2003), a derivados del petrdleo, a gomas, estireno o butadieno, a éxido de etileno y exposiciones en
agricultura (pesticidas, carbamatos, fosfatos,..).

- Tabaco: Varios estudios epidemioldgicos han identificado una asociacion de LLC/LLP con
exposicién al tabaco aunque no todos los estudios son consistentes. El altimo estudio (Morton et al.
2005) que analiza conjuntamente 9 estudios epidemioldgicos identifica un aumento de riesgo que
aumenta con los afios de consumo.

- Tintes del pelo: Existen indicios que el riesgo de LLC/LLP que podria ser elevado en mujeres que
han utilizado tintes del pelo durante largos periodos y principalmente en aquéllas que lo utilizaron
antes de los afios 70 (Yawei Z. et al. 2008; Takkouche et al. 2005; de Sanjose et al, 2006; Benavente et al,
2005).

- Infecciones e historia médica: Existen estudios que indican un aumento de riesgo en personas que
han sufrido sifilis, tuberculosis, infecciones urinarias crénicas y procesos respiratorios crénicos
(Cartwright et al. 1987; Landgren et al. 2007) mientras que se observa una disminucién de riesgo en
personas que han seguido un proceso de profilaxis antibiética (Landgren et al. 2007). La historia de
mononucleosis infecciosa se ha asociado con LLC/LLP. La exposicién a niveles elevados de
anticuerpos de EBV (aberrant pattern) estd asociada a LLC/LLP (OR = 2.96, 95%CI = 2.22-3.95) (de
Sanjose et al. 2007).
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2.3. OBJETIVOS

El objetivo general del estudio es evaluar los factores ambientales y genéticos asociados con cancer

colorrectal, de mama, de estémago/eséfago y de prostata.

Los objetivos especificos son:

1. Realizar un estudio caso-control de base poblacional en cinco tumores comunes en Espafia
(colorrectal, mama, gastro-esofdgico, préstata y leucemias) utilizando el mismo protocolo y la
misma poblacién de controles.

2. Evaluar el riesgo de céncer de cada localizacién tumoral en relacién a exposiciones
ambientales incluyendo contaminantes del agua potable (arsénico, nitratos, cromo,
subproductos de cloracién), disruptores endocrinos y otros contaminantes organicos

persistentes.
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Evaluar el riesgo de los canceres en relacién al consumo de estatinas y analgésicos.

Evaluar el riesgo de cancer de mama y prostata en relacién a factores hormonales y fenotipos
permanentes (ratio de dedos 2d:4d; distancia anogenital) relacionados con exposiciones
ambientales en fases precoces de la vida.

Validar la evaluacién de la exposicién a agentes quimicos ambientales mediante modelos de
exposicién utilizando biomarcadores de exposicién, informacién individual y medidas de
exposicién ambiental.

Evaluar el riesgo de los tumores del estudio en relacién a infecciones

Evaluar, en una primera fase, una serie limitada de genes tanto en relacién a efectos
principales como en relacién a su interaccién con factores ambientales.

Almacenar suficiente material biolégico para su utilizacién en el futuro en estudios GWAS

(genome wide association studies) y otros.
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3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE CASOS Y
CONTROLES

CASOS

Criterios de inclusion:

- diagnosticado de cancer de colon o recto (ICD-10: C18, C19, C20, D01.0, D01.1, D01.2), mama (C50,
D05.1, D05.7, estomago (C16, D00.2), eséfago (C15.5), prostata (C61, D07.5), y de Leucemia Linfocitaria
Croénica y Linfoma Linfocitico Pequerfio (C91.1 ; cuyo diagnostico requiere exclusivamente la presencia
en sangre periférica de linfocitos B del orden minimo de 5x10° (Hallek et al. 2008)).

- cancer histolégicamente confirmado

- edad entre 20-85 afios

- residencia dentro del area de influencia del hospital (a definir en cada centro participante) como

minimo 6 meses antes de la seleccién

Criterios de exclusién:
- impedimentos para la comunicacién (mentalmente incapacitado, problemas de habla)
- fisicamente incapacitado para participar en el estudio

- diagnéstico previo de cancer de la misma localizacién objeto de estudio

CONTROLES

Criterios de inclusidn:

- edad entre 20-85 afios

- residencia dentro del area de influencia del hospital (a definir en cada centro participante) como

minimo 6 meses antes de la selecciéon

Criterios de exclusion:
- impedimentos para la comunicacién (mentalmente incapacitado, problemas de habla)

- fisicamente incapacitado para participar en el estudio

INFORMACION DE PARTICIPACION

Casos

Para todos los casos seleccionados y que cumplan los criterios de inclusién en el estudio, se debe
rellenar el formulario de seleccién del caso. Si el caso rechaza participar en el estudio (ya sea total o
parcialmente), se debe rellenar ademas la segunda hoja del formulario de seleccién, especificando el
motivo del rechazo. Si el rechazo es parcial (s6lo acepta entrevista o sélo sangre), también se debe

anotar.
Los formularios de seleccién son de distintos colores para identificar cada tipo de tumor:

- rosa: cancer de mama

- verde: cancer colorrectal
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- azul: cancer de prostata
- amarillo: estémago-es6fago

- blanco: leucemias

Controles

Para los controles, solo se rellena el formulario de seleccién del control (color salmén) una vez hemos
hecho el contacto inicial telefénico con el sujeto y ha aceptado una cita para ser entrevistado y para la
recogida de muestras. Si después de 5 llamadas (excluyendo sujetos no elegibles por residencia, edad,
etc.) no hemos obtenido ningdn sujeto que acepte participar, rellenaremos el formulario de seleccién
con la informacién del quinto sujeto que hemos contactado. La tasa de no participacion de los
controles se calculara a partir del registro de llamadas. Este registro incluye cada una de las llamadas
que se han hecho al sujeto, la hora y el dia de la llamada y la respuesta obtenida en esa llamada (ver

mas informacién en el apartado “Seleccién de controles”).

DEFINICION DE LAS AREAS DE INFLUENCIA DE LOS HOSPITALES

Para cada uno de los hospitales participantes en el estudio donde se reclutan casos se debe definir su

area de influencia, la cual servird para la seleccién de controles.
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4. IDENTIFICACION DE LOS CASOS

Se debe ofertar la participacién en el estudio a todos los casos incidentes que se produzcan. Por este

motivo, el formulario de selecciéon del caso debe rellenarse para todos los nuevos diagnésticos que se
identifiquen, independientemente de la decision del sujeto de participar en el estudio. A cada sujeto se
le asigna un ntmero de identificacién formado por 6 caracteres, codificados como se indica a

continuacioén:

1 letra que identifica el hospital + 1 digito que indica tipo de caso/control (0=control; 1=colorrectal;
2=mama; 3=prostata; 4=estomago+eséfago; 5=leucemias) + 4 digitos de niimero de orden de sujeto
(desde 0001 hasta 9999)

Letra hospital:

A: H. Mar, Barcelona

B: H. Bellvitge-ICO, L'Hospitalet

C: H. Can Ruti, Badalona

D: H. Clinic, Barcelona

E: H. La Paz, Madrid

F: H. Ramén y Cajal, Madrid

G: H. Virgen del Camino, Navarra
H: H. de Navarra, Navarra

I: H. Donostia, Guiptizcoa

J: Instituto Oncolégico, Guiptizcoa
K: Hospital de Leén, Leén

L: Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Oviedo
M: H. Cabuenes, Asturias

N: H. Morales Messeguer, Murcia
N: H. Santa Caterina, Girona

O: H. Dr. Josep Trueta, Girona

P: H. Juan Ramoén Jiménez, Huelva
Q: H. Infanta Elena, Huelva

S: H. Marqués de Valdecilla, Cantabria
T: H. La Fe, Valencia

U: H. San Cecilio, Granada

V: H. Virgen de las Nieves, Granada
W: H. Dr. Peset, Valencia

En el momento de identificar un posible caso y comprobar que cumple los criterios de elegibilidad, se
le asigna un ID y se rellena el formulario de seleccién del caso. Después de esto, se contacta con el
paciente y se le pide el consentimiento para participar en el estudio. Para cada sujeto debemos llevar

dos consentimientos informados, uno para que firme el sujeto aceptando la participacién y otro para
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que se lo quede el participante. Acepte o no a participar en el estudio, el ID no se modifica ni se

cambia.

En todos los casos se intentara reclutar a los participantes y recoger las muestras biolégicas antes de
comenzar cualquier tratamiento (cirugia, hormonoterapia, quimioterapia, radioterapia u otros). En las
situaciones en las que esto no sea posible es preciso recoger de forma clara la informacién relativa a

los tratamientos recibidos.

CANCER COLORRECTAL

Semanalmente se recogera la plantilla con la programacién quirdrgica para identificar los pacientes
que ingresan con tumores incidentes en el colon o el recto. Se contactara al paciente durante el ingreso
hospitalario previo a la cirugia para pedir el consentimiento, realizar la toma de muestras y hacer la
entrevista. Se comprobardn también los listados de admisiones para buscar posibles ingresos por
urgencias. Se recogerd mensualmente un listado de todos los casos identificados en anatomia
patolégica y un listado de primer diagndstico de cancer del servicio de gastroenterologia para
recuperar posibles pérdidas. Los casos encontrados por esta via seran invitados a participar en el
estudio via telefénica o aprovechando alguna cita médica. Ademas, se contactara con los servicios de
Oncologia Médica, donde son atendidos inicialmente los pacientes cuya primera opcién terapéutica
no es la cirugia. Se ofertard a estos pacientes participar en el estudio, e idealmente se les realizard la

recogida de muestras antes de iniciar el tratamiento.

CANCER DE MAMA

Los tumores de mama son intervenidos por ginecélogos y/o cirujanos generales, segin la
organizacién de cada centro sanitario. El corto periodo de ingreso prequirirgico en la mayoria de los
casos supondrda que el personal del equipo investigador deberda adaptar el reclutamiento a la
organizacién de cada servicio. En muchos casos, el reclutamiento y recogida de muestras se hard en
las consultas previas a la cirugia. Para identificar aquellos casos considerados no operables, y
descartar posibles pérdidas por ingresos urgentes, se recogerda semanalmente un listado de los casos
identificados en anatomia patolégica, y se contara con la colaboracién de los servicios implicados en el
tratamiento para su localizacién. Los casos encontrados por esta via serdn invitados a participar en el

estudio via telefénica o aprovechando alguna cita médica.

CANCERES DE ESTOMAGO Y ESOFAGO

Se recogera la plantilla con la programacién quirdrgica para identificar a los enfermos con tumores
incluidos entre los seleccionados en el estudio, con los que se contactard durante el ingreso
hospitalario previo a la cirugia. Para identificar casos considerados no operables, y descartar posibles
pérdidas por ingresos urgentes, se recogera semanalmente un listado de los casos identificados en
anatomia patolégica y un listado de primer diagnéstico de cancer del servicio de gastroenterologia.
Los pacientes cuya primera opcién terapéutica no es la cirugia acuden a los Servicios de Oncologia

Meédica u Oncologia Radioterdpica. En la primera cita se invitard a estos pacientes a participar en el
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estudio, e idealmente se les realizard la recogida de muestras y la entrevista antes de iniciar el

tratamiento.

CANCER DE PROSTATA

Dado que el protocolo de tratamiento de los canceres de préstata puede ser muy variable
(observacion, cirugia o radioterapia), los casos incidentes se identificaran principalmente a través de
los listados de urologia y de anatomia patolégica. Los casos seran invitados a participar en el estudio
durante su visita a consultas externas (si no tienen programada cirugia) o su estancia hospitalaria (si

pasan por cirugia), o por via telefénica en aquellos casos no previamente identificados.

LEUCEMIAS

Se incluirdn todos los casos incidentes diagnosticados y seguido en el centro hospitalario identificado.
Dado el largo periodo de latencia de la enfermedad y el diagnostico casual en la mayoria de los casos,
se incluird como periodo incidente todos los pacientes en los que la fecha de diagnostico no supera los
3 afios desde el inicio del estudio.

Los casos se identificaran en los servicios de hematologia de los hospitales.

CONFIRMACION DEL DIAGNOSTICO
El diagnoéstico confirmatorio de caso vendrd dado posteriormente por la informacién
anatomopatoldgica. Se definirdan protocolos para la validacién del diagnéstico por un panel de
expertos. Una vez esté disponible la informaciéon de anatomia patolégica, se debe rellenar la parte final
del formulario de selecciéon de casos.

* Siel caso se confirma histolégicamente, se debe anotar el tipo histolégico y la fecha de la

confirmacion (fecha del informe de anatomia patolégica).
* Siel caso no tiene confirmacién histolégica, se debe rellenar el cuadro final, y el caso deja

de ser elegible para el estudio.
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5. SELECCION DE CONTROLES

Se seleccionaran 2500 controles poblacionales vivos identificados apareados por frecuencia por edad y

sexo a los casos.

Procedimiento para la selecciéon

Los controles se seleccionaran al azar a partir de las listas de poblacién asignada a los médicos de
familia de los Centros de Atencién Primaria (CAP) escogidos para el estudio, apareando por
frecuencia por sexo y edad esperada de los casos. Se empleara la misma poblacién de controles para
todos los casos de céancer, teniendo en cuenta el sexo. Los criterios de inclusién o exclusion de los

controles se mencionan en el apartado 3 (“criterios de inclusién o exclusién de casos y controles”).

Se llamara a los controles en nombre de su médico de familia para invitarles a participar en el estudio
y concertar una cita para la entrevista y la recogida de muestras biolégicas en el CAP. Se
seleccionaran 5 personas por cada control potencial y se realizardn un méximo de 5 llamadas para

intentar contactar con cada persona seleccionada. Seleccién aleatoria de 5 personas, segtn la figura:

n<5 personas Llamar a la
persona

A 4

n<5 llamadas

A

A

\ 4 A\ 4 \ 4
Contacto con la Teléfono erréneo Contestador
persona Comunica

No responde

v v

Rechaza Acepta

Citar para la
entrevista

Durante la llamada inicial, se hardn unas preguntas de cribado para asegurarnos que esa persona es
elegible para el estudio:
- residencia dentro del area de influencia del hospital en los tltimos 6 meses

- edad y sexo
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Para cada control se seleccionan al azar 5 personas, que se intentaran contactar telefénicamente hasta 5
veces. Se registraran todos y cada uno de los intentos realizados para establecer contacto con cada
persona en el archivo Excel del registro de llamadas. Cuando encontramos a una persona que acepta
participar en el estudio se le asigna un ID. Si después de 5 llamadas a cada una de las 5 personas
inicialmente seleccionadas no hemos encontrado a ningin interesado en participar en el estudio, le
asignamos ID a la dltima persona y lo contabilizamos como no participacion. Los controles no
elegibles (por edad, capacidades mentales, lugar de residencia, etc) no se tienen en cuenta en éste
computo de 5 personas. Las personas no localizables o las que tienen ntimero erréneo de teléfono

deben ser contabilizadas.

Para poder calcular la tasa de participacién en los controles, se creard un archivo con el registro de
llamadas. Este registro incluird el ID del control, el intento entendido como persona (ntiimero de
potencial control), la edad, el sexo, la fecha y hora de la llamada, el CAP del que procede, el cédigo de
resultado de la llamada, el cédigo final del contacto con esa persona y el motivo de no respuesta.
Cada fila de este registro es una llamada que se hace. Cada fila (es decir, cada llamada) debe contener
toda la informacién con un cédigo de llamada. Para cada persona, cuando se termine el contacto

(independientemente del resultado del contacto) se debe anotar un cédigo de resultados finales.

Un ejemplo de registro de llamadas es el siguiente:

CERIEE CODIGO
D INTENTO NOMBRE EDAD |SEXO | HORA DIA CAP RESULTADO MOTIVO NO RESPUESTA

TR FINALES

10-0001-2 1 Jose Maria 71 1 §13.30) 30/10/2007] 1 TE 6 Tel erroneo se encuentra el mismo por internet

10-0001-2 2 Francisco 1 §15:06) 05/11/2007] 1 CF Tiene cancer pulmon no puede desplazarse

10-0001-2 2 Francisco 76 1 §16:54§12/11707 1 CT 1 Cita el 16/11 alas 16:30

10-0002-2 1 Andres 48 1 J13.30] 30/10/2007§ 1 CA

10-0002-2 1 JAndres 1 J11.00] 02/11/2007) 1 CF Trabaja solo se encuentra de noche

10-0002-2 1 Andres 1 J14:55] 09/11/2007§ 1 CT 1 Cita el 13/11 a las 16:30

10-0003-2 1 Josefa 78 2 §13:30) 30/10/2007] 1 CF No esta llamar por la mafiana

10-0003-2 1 Josefa 2 | 11:00] 02/11/2007§ 1 CA

10-0003-2 1 Qosefa 2 | 17:46] 05/11/2007) 1 CT 1 Cita el 06/11/07

10-0005-2 1 Octavio 57 1 §17:46) 05/11/2007] 1 TE 6 Tel erroneo se encuentra el mismo por internet

10-0005-2 2 Antonio 58 1 J16:23) 07/11/2007) 1 TE 6 Tel erroneo se encuentra el mismo por internet

10-0005-2 3 José 55 1 J10:40] 09/11/2007§ 1 CA

10-0005-2 3 José 1 J15:00] 09/11/2007§ 1 CT 1 Cita el mierc a las 16h

10-0006-2 1 Maria Eugenia | 63 2 ]13.30] 30/10/2007) 1 CA

10-0006-2 1 2 ]11:00] 02/11/2007) 1 CA

10-0006-2 1 2 9:30 | 07/11/2007) 1 CF No esta llamar de aqui 1 hora

10-0006-2 1 2 ]10:50] 07/11/2007) 1 CT 1 12/11/07 a les 08:30

10-0007-2 1 Catalina 77 2 |13.35] 30/10/2007§ 1 CT 1 5/11/07 a las 15.30

10-0008-2 1 JAntonia 66 2 ]13.45] 30/10/2007) 1 CA

10-0008-2 1 JAntonia 2 ]11:05] 02/11/2007) 1 CA

10-0008-2 1 JAntonia 2 | 9:25 ] 07/11/2007) 1 CA

10-0008-2 1 Antonia 2 | 21:25] 08/11/2007§ 1 CA 6

10-0008-2 2 Maria 2 J10:30] 09/11/2007§ 1 CT 1 15/11/07 a les 16h

10-0010-2 1 Montserrat 2 §11:00§ 02/11/2007] 1 TE 6 No lo encuentro tampoco en internet

10-0010-2 2 Justa 70 2 |13:31] 06/11/2007§ 1 CE Cita el 08/11/07 a las 15.30

10-0010-2 2 Justa 2 J 1550 08/11/2007] 1 CA No se presenta la llamo varias veces dejo mensaje

10-0010-2 2 Justa 2 | 17:50] 08/11/2007§ 1 CT 1 ME llama, cita el 12/11 a las 15h

10-0011-2 1 Joaguin 52 1 | 17:50] 05/11/2007§ 1 CA

10-0011-3 1 Joaquin 1 §13:05) 06/11/2007] 1 CF No esta llamar en otro momento

10-0011-3 1 Joaquin 1 §21:20) 08/11/2007] 1 CE Martes 13/11 a las 14h

10-0011-3 1 Joaquin 1 §13:30) 13/11/2007] 1 CE No puede venir. Pdte llamr

10-0011-3 1 Joaquin 1 §13:008 21/11/2007] 1 CE Quedo 22/12. Me llama no puede quedar

10-0011-3 1 Joaguin 1 | 15:00] 10/12/2007§ 1 CT 1 12/12/07 a las 16h
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Los c6digos para las llamadas son los siguientes:

CODIGOS DE RESULTADOS PARA CODIGOS DE RESULTADOS FINALES
CADA LLAMADA
NN | Llamada sin respuesta 1 Entrevista completa
TT Comunican 2 Entrevista parcialmente realizada (*)
CA Contestador automatico (no se deja 3 Rehtsa hacer la entrevista (). Conviene anotar el motivo
mensaje) (salud, trabajo. etc.)
CT Cita concertada 4 Nf) el.eg1ble para gl/estudlo o mal reclutado. No cumple
criterios de inclusion
CF Contacto con familiar o conocido 5 Falta la escala cognitiva (mentalmente incapacitado)
TE Teléfono erréneo 6 No localizable (f)
Contacto establecido con sujeto sin .
CE . 7 Cita concertada y no se presenta
concertar cita
8 No es posible conseguir control tras agotar las 5 personas
9 Pendiente seguir llamando
10 Cita concertada; pendiente entrevista

NOTAS: (*) Resultado para los casos de interrupcién de la entrevista sin posibilidad de continuarla en otro
momento

(t) Tener preparadas las preguntas relevantes para el estudio. Si el entrevistado no desea hacer la entrevista no se
le debe forzar nunca. Mostrando comprensién por las razones de su rechazo, y recordandole que su participacion
es voluntaria

(¥) Este resultado tinicamente se dara después de haber realizado 5 llamadas, dentro de todas las franjas horarias

y de comprobar si el nimero de teléfono que tenemos es correcto.

Para todos los resultados diferentes a 1, se deben anotar comentarios.

Un ejemplo de introduccion para la invitacién a participar en el estudio para los controles:

“Hola buenos dias/buenas tardes,

Soy (nombre entrevistador) y le llamo de parte del Dr. (nombre del meédico de familia) del CAP (nombre del
CAP). Me gustaria hablar con el Sr./la Sra. ............... Estamos realizando un estudio sobre la salud en diversas
zonas de Espafia. En Barcelona participan los hospitales del Mar y Bellvitge, ademds del Instituto Municipal de
Investigacion Meédica. Usted, gracias a una lista proporcionada por el Instituto Catalan de la Salud, ha sido
escogido por su edad y lugar de residencia para participar en él. Debe tener en cuenta que su participacion serd
muy importante para nuestra investigacion y nos ayudard asi a encontrar posibles causas sobre algunas
enfermedades, que por desgracia actualmente se desconocen. La participacion consiste en la realizacion de una
entrevista personal y recogida de muestras bioldgicas. Nos gustaria citarle un dia que a usted le convenga en el
Hospital del Mar para realizar dicha entrevista. Los datos personales que usted nos facilite seran totalmente

anonimos y confidenciales. ; Estaria de acuerdo en participar?”
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6. MUESTRAS BIOLOGICAS

Casos y controles
- Sangre: los participantes en este estudio, que hayan dado su consentimiento para la
realizacién de una extraccién de sangre, donaran 18,5 ml de sangre (27 ml en una
submuestra).
- Saliva: cuando se rechace donar sangre o no se pueda realizar la donacién, alternativamente
se recogeran 2 ml de saliva, con el Kit Oragene® DNA
- Udas y pelo: se recogeran muestras de las ufias de los dos dedos gordos de los pies y un
mechoén de pelo de acuerdo con los protocolos que se describirdn posteriormente. En caso de
que la cantidad total de muestra de ufia sea pequefia, se recortaran las ufias de todos los dedos
de los pies.
Casos
- Grasa: en todos los casos se intentara recoger una muestra de grasa que se congelarad
inmediatamente a -80°C.

- Tejido tumoral y normal: siempre que sea posible, en los casos intervenidos quirdrgicamente

se recogerdn una muestra de tejido tumoral y otra de tejido normal o sano.

- En los tumores digestivos (es6fago, estémago, colon y recto), siempre que sea posible, se

recogeran una biopsia adicional de tejido normal y otra biopsia de tejido inflamatorio préxima
a la lesién (a un centimetro aproximadamente) para genotipar Helicobacter pylori (en el
estomago preferiblemente del cuerpo). Después de su obtencion, el tejido fresco se congelara

inmediatamente a -80°C.

Etiquetaje de las muestras

Cada tubo o bolsa utilizada para la recogida de muestras biolégicas llevard una etiqueta que
identifique, ademas del sujeto, el tipo de muestra y el nimero de alicuota. Estas etiquetas tienen, por

tanto, 8 caracteres, ordenados de acuerdo con el siguiente esquema:

1 letra hospital + 1 digito caso/control (0O=control; 1=colorrectal; 2=mama; 3=prostata;
4=estémago+eséfago; 5=leucemias) + 4 digitos ntimero de orden de sujeto (desde 0001 hasta 9999) + 1

letra tipo de muestra + 1 digito namero de alicuota

Letra correspondiente a cada hospital:
A: H. Mar, Barcelona
B: H. Bellvitge-ICO, L'Hospitalet
C: H. Can Ruti, Badalona
D: H. Clinic, Barcelona
E: H. La Paz, Madrid
F: H. Ramén y Cajal, Madrid
G: H. Virgen del Camino, Navarra

H: H. de Navarra, Navarra

I: H. Donostia, Guiptizcoa
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J: Instituto Oncolégico, Guiptzcoa

K: Hospital de Le6n, Leén

L: Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Oviedo
M: H. Cabuenes, Asturias

N: H. Morales Messeguer, Murcia

N: H. Santa Caterina, Girona

O: H. Dr. Josep Trueta, Girona

P: H. Juan Ramoén Jiménez, Huelva

Q: H. Infanta Elena, Huelva

S: H. Marqués de Valdecilla, Cantabria
T: H. La Fe, Valencia

U: H. San Cecilio, Granada

V: H. Virgen de las Nieves, Granada
W: H. Dr. Peset, Valencia

Letra segiin el tipo de muestra

W=sangre total
P=plasma
A=ADN (pellet)
S=suero
T=tejido
F=grasa
U=orina

6.1. Muestras de sangre

L Extraccion:
La persona que realice la extraccién de la muestra de sangre rellenard el formulario correspondiente a

la extraccion.

La extracciéon de la sangre y del resto de las muestras bioldgicas se realizara bajo las condiciones
habituales de bioseguridad y utilizando el material adecuado que se indica en el protocolo. Es

importante que los tubos estén totalmente llenos.

- Guantes de latex (o de vinilo) durante la extraccién de sangre
- Palomita: BD Vacutainer Blood Collection Set 21G x % x 7”. Ref 368654.
- Etiqueta de ID de individuo (6 caracteres) para los tubos
- Tubos:
1 tubo con EDTA de 10 ml (tapon lila)
EDTA K2 Ref. 367525. Vacutainer BD.
Obtencién de plasma y DNA
1 tubo para suero de 8.5 ml (tap6n rojo)
SST II Advance Ref. 366468. Vacutainer. BD
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Obtencion de suero

Sélo cuando sea posible: 1 tubo para suero de 8.5 ml (tapén rojo)
SST 11 Advance Ref. 366468. Vacutainer. BD

Obtencién de suero
El orden de preferencia para recogida de tubos es: 1 tubo EDTA, 2 tubos suero
En la zona donde se va a realizar la puncién se recomienda hacer anteriormente una limpieza con
alcohol al 70% dejando actuar el antiséptico unos segundos. Luego se coloca la goma (smarch) en la
region braquial para provocar compresion sobre las venas.
Una vez extraida la sangre y repartida a los tubos distintos, los tubos deben permanecer protegidos
de la luz solar a una temperatura de 4°C (temperatura de nevera). Identificar todos los tubos con el ID

del sujeto.

II. Procesamiento de las muestras de sangre:

Material

Procesamiento del suero y plasma

Eppendorf Centrifuge 5810

Pipetas + puntas de filtro de 1 ml (Nirco u otra marca)

Alternativamente Pipeta Pasteur

MplTIGUARD @ 1000 pL
Compatibilidad :

Universal

Referencia Caracteristicas Presentacion
14200 Punta c/filtro 1000 pl Caja 10 racks x 100 puntas (1000 u,) estéril
35260 Punta c/filtro 1000 pl - baja adherencia Caja 10 racks x 100 puntas (1000 1) estéril

Material para el almacenamiento de suero y plasma

Tubo NUNC de 4.5 ml (Ref. 363452. Nunc)
Cajas de plastico (Nirco o otra marca)
Tubos NUNC de 1 ml (Ref. 366656. Nunc) o 1.8 ml (Ref. 363401. Nunc)
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Nunc CryoTubes™
Internal thread,
Polypropylene (PP) tubes
and screw cap.

Sterile with writing area,

No.

Bottom shape Round Round Round Conical Round
Suggested working 1.8 36 45 1.0 1.8
volume, ml

Free standing | - - - + +

Starfoot | - - - - -

Total length, mm | 48 70 92 42 49

Total diameter, mm . 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5

Units per pack/carton/case 50/500/2000 50/400/1600 50/300/1200 50/500/2000 50/450/1800

Dimensiones: 1 0x1 O mm

Capacidad: 1 tubos
@Tubo: 12 mm

[ Aua =E=1—0 _1=0=01—0—10 B—N &
SeieBS0 4555 mm BSO  BSOB BS0G BSOR BSOY BSOW BSOH ESO0P BSOF BS0V BS(S BSS0
| SwisBE9  52mm BG9  BGUB BA9G BGOR BEGY BOOW BGUH EA%P BASF 69V BGSS BSA9
| SeisB)  7580mm BE0 BEOB BAOG BAOR BEOY BAOW BAOH BSOP BROF B0V BACS BS80
SeieB% 9085 m B9 B9UE BUOG BUSR RSOV BOOW BJUH RO EOGF BOSV B9SS BSOS

Material para el almacenamiento de ADN
Aconsejado (CEGEN Barcelona)

4 cajas con 10 placas micronic cada una (Ref. MP52020. Micronic)

Cap for
tubes with
internal
thread

Piercable TPE Capcluster (tapones para el micronic) (Ref. M53001. Micronic)

Alternativo
Tubos NUNC de 1 ml (Ref. 366656. Nunc) o 1.8 ml (Ref. 363401. Nunc)

Cajas de pléstico (Nirco u otra marca)

Material para el almacenamiento de sangre

Cajas de plastico (Nirco u otra marca)
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Congelador de -20°C, Congelador de -80°C, Nevera de 4°C
El procesamiento tiene que hacerse durante las siguientes 24-48 h después de la extraccién. Cada nodo

organizard la logistica del procesamiento de acuerdo a sus particularidades.

Procesado del tubo con EDTA de 10 ml (tapén lila): Obtencién de plasma y sangre total y muestra
para ADN

Material
1 tubo con EDTA de 10 ml (tapén lila)

Paso 1
Coger 4 ml de sangre total y guardarlos en 4 alicuotas de 1 ml en 4 tubos Nunc a -80C. Se
etiquetan con las etiquetas codificadas como Sangre Total (W) y se guardan en cajas

independientes a -20 °C o -80 °C (cajas de color rojo).

Paso 2
1. Centrifugar los 6 ml de sangre restante durante 10-15 minutos a 2500 rpm a temperatura
ambiente.
2. Una vez centrifugado se diferencia el plasma, el buffy coat (leucocitos y plaquetas) y la

fraccién de células rojas (RBC).

Recoger 2 ml de plasma
— ggf/m:f ol blood) > Hacer 4 alicuotas de 500 pl cada una
’ Guardar a -20°C o -80°C

AN

Buffy Coat
B e Adadir 2 ml de PBS

- Guardar la fraccién celular y el resto de
plasma a -20°C o -80°C.
Enviarlo al laboratorio dénde se realice
la extraccion de ADN

Erythrocytes
(45% of total blood)

3. Con mucho cuidado de no volver a mezclarlo, recogemos con una pipeta 2 ml de plasma.
Estos 2 ml de plasma se reparten en 4 tubos de 500 pl cada uno. Los tubos seran tipo
NUNC de 1/1.5 ml de capacidad, se etiquetan individualmente con las etiquetas de
plasma (P) y se guardan en cajas independientes a -20C o -80C (cajas de color
amarillo).
4. Quedara la fraccién celular (buffy coat + glébulos rojos o eritrocitos) y el resto del plasma,
aproximadamente unos 4 ml a los cuales se les afiadira 2 ml de PBS (o el mismo volumen
de plasma que se haya extraido si es distinto de 2 ml). Esta muestra se etiqueta con la

etiqueta de ADN (A) y se guardan en cajas independientes a -20C o -80C (cajas blancas).

Comentarios

1. En Barcelona
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a. Los hospitales del Mar, H. Can Ruti y H. Clinic (cAncer de mama) enviaran este
tubo etiquetado para ADN en 24-48 h al laboratorio del CEGEN dénde se procede
a la extraccion del ADN. El nodo del CEGEN (Barcelona) utiliza el sistema
Chemagic Magnetic Separador (CHEMAGEN), que trabaja con los voltimenes de
6-7ml, 4-5ml, 3ml, 2ml, 1 ml. El ADN se guarda a 4°C en placas micronic (cada
tubo tiene un cédigo de barras asociado a su ID en un excel). En funcién de las
necesidades, se realizard una réplica de la placa micronic y una se guardara a -
20°C 0 -80°C (stock) y la otra se mantendra a 4°C.

b. En los H. Clinic (cancer colorrectal, cancer de préstata y controles) y Bellvitge
estos tubos etiquetados para ADN h serdn procesadas en 24-48 en el laboratorio
de cada hospital donde se realiza la extraccion de ADN. Posteriormente la
muestra procesada se congela a -20°C o -80°C.

2. El grupo de Guiptzcoa, Granada y Valencia procesara la extraccion del ADN en su propio
centro.

3. El grupo de Murcia mandard mensualmente todas las muestras al nodo de Barcelona
(plasma y tubo para extraccion de ADN).

4. El resto de grupos, en principio, una vez al mes realizaran un envio con nieve carbénica
de estos tubos etiquetados para ADN al banco de ADN de Salamanca para proceder a la
extraccion del ADN. Esta muestra puede ir en el tubo de EDTA original de 10 ml

etiquetado con el ID del individuo, al cual se anadirfa la etiqueta de alicuota de ADN.

Procesado del (los) tubos para suero de 8,5 ml (tap6n rojo): Obtencién de suero

Material

1 tubo para suero de 8,5 ml (tap6n rojo)

Volumen total de sangre 8.5 ml

Comentario

Paso 1

El procesamiento tiene que hacerse durante las siguientes 24-48 h después de la extraccion.

El procesamiento se hara en los centros de origen, excepto en el caso de las muestras del H.
Mar-Can Ruti que se procesaran en el CEGEN de Barcelona, las muestras del H. Clinic y del
H. de Bellvitge que se procesaran en los respectivos Biobancos de los propios hospitales y las

muestras de Murcia que se procesardn en el CEGEN.

Centrifugar 10-15 minutos a 2500 rpm a temperatura ambiente (en algunos casos antes de la
centrifugacion ya se observa el suero separado del coagulo).

Tras el centrifugado se diferencia el suero del coagulo. Con mucho cuidado de no volver a
mezclarlo, se recoge el suero con una pipeta en alicuotas de 500 pl (minimo 4). que se
almacenaran en tubos tipo NUNC de 1/1.5 ml de capacidad. Estos tubos se guardaradn en

cajas de plastico independientes a -20C o -80C (cajas de color verde).
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3. Una de las alicuotas de 500 pl servira para el analisis de Helicobacter pylori y se enviara en un

futuro a Madrid.

- > Suero
Se haran tantas alicuotas de 500 pl como sea

posible. Congelar a -20 0 -80 C

\

Coégulo

Cuando sea posible extraer un tubo extra al sujeto: repetir el paso 1 descrito anteriormente con el

segundo tubo para suero (tapén rojo) de 8,5 ml:

3. Con mucho cuidado de no volver a mezclarlo, se recogen con una pipeta aproximadamente
4 ml de suero.
Estos 4 ml de suero se guardan en un tubo NUNC de 4.5 ml de plastico etiquetado
con la etiqueta de suero, alicuota 9 (S9) que se congela en una caja independiente

(blanca y azul) a -20°C o0 -80 °C. Se enviara a Granada para el analisis de TEBX.

6.2. Muestras de saliva

Las muestras de saliva se recogen en los recipientes especificos de recogida de saliva y se etiquetan
con una etiqueta de Identificacién de Individuo (6 caracteres). Se conservan a temperatura ambiente.
Se recogera una muestra de saliva a los casos y controles que rechacen la sangre y también a todos los

casos de leucemia, independientemente de si se ha recogido sangre.

Material necesario

Recipientes para la recogida de saliva: Oragene DNA Self-Collection Kit (GENOTEK) ‘

Obtenciéon de ADN

Comentario
La muestra de saliva es estable durante meses a temperatura ambiente.
Los centros enviaran la muestra de saliva a temperatura ambiente al nodo de Barcelona del
CEGEN o al Banco de ADN de Salamanca.

Protocolo para las muestras del CEGEN

1. Rendimiento de la extraccion
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a. A partir de saliva se obtienen 500 pl a aproximadamente 75-100 ng/pl
(aproximadamente 50 pg)

2. EI ADN se guarda a 4 °C en placas micronic (cada tubo tiene un cédigo de barras asociado

a su ID en un excel) o en tubos tipo NUNC individuales. En funcién de las necesidades, se

realizara una réplica de la placa micronic y una se guardara a -20 °C o -80 °C (stock) y la

otra se mantendra a 4 °C.

6.3. Muestras de uiia

Nota: Si es posible, avisar previamente al participante para que no se aplique lacas ni otros productos

en las unas en los dias previos a la toma de la muestra

Material necesario:
- Alcohol (o clorhexidina) y algodén para limpiar las tijeras
- Tijeras o tenazas para cortar la ufia
- Sobres para almacenar las ufias
- Etiquetas de ID

Procedimiento

Se procedera a cortar un trozo de ufia de cada uno de los dedos gordos de los pies lo més grande
posible, que se guardaran en un sobre debidamente etiquetado con el ID del individuo y marcandolo
con la letra D. Si las ufias de los dedos gordos no pueden ser cortadas por alguna razén, o la cantidad
recogida es muy pequefia, se recortaran las ufias de todos los deméas dedos de los pies, siempre que
tengan ufia disponible, que se recogeran en otro sobre etiquetado con el ID del individuo. Si las ufias
estdn pintadas o si existe alguna incidencia resefiable que pueda ser de interés durante la toma, hay

que dejar constancia del hecho en la hoja de toma de muestras.

Antes y después de cada uso del cortatifias, hay que limpiarlo con clorhexidina (o alcohol si no

tenemos clorhexidina) para evitar cualquier tipo de infeccién micética o bacteriana.
Conservacion

Las ufias pueden conservarse a temperatura ambiente en los sobres dispuestos para este fin,

correctamente identificados hasta su analisis.
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6.4. Muestras de pelo

Material necesario:

Tijeras de acero inoxidable de extremo curvo

Occipital Bone

Alcohol y algodén para limpiar las tijeras tras el corte del

mechon de pelo

Celo para mantener sujeto/unido el mechén del pelo
Bolsas de plastico pequefias con cierre hermético
Guantes de latex o similar sin polvo

Etiquetas de ID

Procedimiento

El procedimiento para la toma de muestra varia dependiendo de la longitud del pelo.

a) Pelo de longitud superior a 5 cm

La cantidad de pelo que se recoge es equivalente al ancho de un ldpiz, aproximadamente 7mm,

cuando el mechén de pelo estd extendido, procurando obtener al menos 25-50 mg de pelo. Esta

cantidad de pelo se recogera repartida en dos mechones de la zona occipital.

1.
2.

NSOk

Retirar el pelo hacia un lado de manera que quede accesible la zona occipital

Separa un mechoén de pelo horizontalmente de unos 2-3 cm de ancho y 0.2-0.3 cm de grosor
(es decir, una capa de pelo ancha y fina)

Retorcer el mechén de pelo para formar un hilo y sujetarlo con un trozo de celo al menos a
5cm de la raiz

Cortar el mechén de pelo lo mas préximo posible al cuero cabelludo.

Marcar el celo para identificar el extremo mas cercano al cuero cabelludo

Guardar el mechén en una bolsa de plastico con cierre hermético

Etiquetar la bolsa con el ID del sujeto

b) Pelo de longitud inferior a 5 cm

1.
2.

Cortar el pelo de la zona occipital directamente, sin formar un mechén

Si el pelo es muy corto, realizar pequefios cortes en distintas zonas hasta conseguir la cantidad
necesaria (25-50 mg)

Guardar el pelo en una bolsa de plastico con cierre hermético

Etiquetar la bolsa con el ID del sujeto
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Los tratamientos artificiales del cuero cabelludo como el tinte, la decoloracién y la ondulacién en frio
(permanente), alteran las propiedades naturales de absorcion y adsorcién de los elementos metalicos.
En el formulario de recogida se recoge la informacion sobre el estado del pelo de los individuos

participantes en el estudio.
Conservacion

Las muestras de pelo se pueden almacenar a temperatura ambiente en la bolsa que se facilita a tal fin

adecuadamente identificada con una etiqueta ID hasta su andlisis.

6.5. Muestras de orina

La orina es una muestra biolégica no invasiva generalmente, ficil de recoger en estudios
epidemiolégicos. En esta muestra estd previsto analizar metales pesados, creatinina y cotinina. Una de
las principales ventajas de este sustrato es que permite, sin ocasionar dafio alguno al sujeto, recoger
una muestra de volumen suficiente como para poder especiar los metales y diferenciar la parte
organica de la inorganica. El material para la recogida de la orina debe ir previamente lavado con

acido nitrico al 10% para eliminar las posibles trazas de metales pesados.

I Toma de muestra:
Se facilita al participante un bote para recoger 60 ml de orina (no es necesario que sea la primera orina
de la mafiana).
Material necesario:
- Bote derecogida de orina de 60 ml, previamente lavado con 4cido nitrico

- Etiquetas de ID del sujeto
1I. Procesamiento de las muestras de orina:

Material necesario:
Los tubos para las alicuotas de orina seran de polipropileno y con tapén blanco, para evitar
que lleven metales los tapones. Seran necesarios:

- 2tubos de 1.2 ml (rack tubos Corning®)

- 8tubos NUNC de 5 ml previamente lavados con acido nitrico

- 2tubos de 7 ml previamente lavados con dcido nitrico

Procedimiento
Unicamente se precisa el alicuotado en los recipientes adecuados para los analisis posteriores
Pasos:
1. Con una pipeta se alicuota la orina, en este orden, en las siguientes alicuotas:
- 2alicuotas de 0,5 ml, en tubos de 1.2 ml
- 8 alicuotas de 3 ml, en tubos lavados de 5 ml

- 2 alicuotas de 5 ml, en los tubos lavados de 7 ml
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2. Una vez alicuotadas, las muestras de orina se etiquetan y se congelan a -80 °C hasta

su envio al laboratorio de anélisis. El resto de la orina se deshecha.

6.6. Muestras de tejido fresco (en los casos)

Material necesario:
- Criomoldes (Sakura Cryomolds, 4557 Standard)
- OCT (Optimum Cutting Temperature formulation)

- Etiquetas criogénicas de tejido (T)

Para asignar las etiquetas a las muestras de tejido se usaré el siguiente orden:
T1: Tejido tumoral
T2: Tejido sano
T3: Tejido sano

T4: Tejido inflamatorio peritumoral

Procesamiento

En la mayoria de hospitales se disponen de un biobanco de tejido. Se crearan acuerdos con los bancos
de tejidos para poder obtener muestras de tejido en los casos en los que sea posible. Dado la
complejidad de la congelacién inmediata del tejido después de la intervencién, en los centros en los
que exista posibilidad se recogera tejido tumoral y tejido normal. El tejido fresco, que no debe haber
pasado por formol, se congelard a -80 °C debidamente etiquetado inmediatamente después de su
obtencién. Las muestras se introduciran en criomoldes (Sakura Cryomolds, 4557 Standard), a los que

se afiadird OCT (Optimum Cutting Temperature formulation) y se congelaran a -80 °C.

En los pacientes con tumores de mama, se recogerdn, como minimo, dos biopsias de tejido del 6rgano

afectado: una de zona sana y otra de tumor, siguiendo el procedimiento estindar ya mencionado.

En los pacientes con tumores digestivos (colorrectal y estomago/es6fago), se recogeran, siempre que
sea posible, cuatro biopsias: dos de zona sana, una tercera de zona tumoral y una cuarta de la zona
inflamatoria que rodea la lesién (zona eritematosa que rodea al tumor). La muestra de zona
inflamatoria y una de las biopsias de zona sana serdn enviadas en un futuro al Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Ramon y Cajal, donde se realizaran las determinaciones microbioldgicas

relacionadas con la infeccién por Helicobacter pylori.

Los criterios para recoger biopsia de zona sana seran los siguientes:
- Estémago y unién es6fago-gastrica:
La biopsia sana se recogera preferentemente del cuerpo del estémago y, si no es posible, del

antro del estémago.
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- Es6fago (excepto unién es6fago-gdstrica) y tumores colorrectales

Biopsia sana de una regién proximal a la localizacién de la neoplasia.

Es imprescindible que quede recogido el lugar anatémico del érgano (por ejemplo en el estémago:

cardias, fundus, cuerpo o antro) del que se ha tomado cada biopsia.
En los pacientes con céncer de prostata la disponibilidad de muestra fresca es poco frecuente, ya que

la préstata se procesa en su conjunto generalmente parafinada. Por ello, hay que intentar en todos los

tumores, al menos, tener muestras parafinadas de tejido sano y de tejido tumoral.

6.7. Muestras de grasa mamaria o abdominal (en los casos)

Material
- Papel de aluminio
- Casettes de plastico (Kartell Spa, art. 02921-06)
- Etiquetas criogénicas de grasa (F)
Procesamiento

Las muestras de tejido adiposo se recogeran en todas las piezas quirtirgicas que lleguen en fresco a los
Servicios de Anatomia Patolégica (las piezas de tumores de mama y digestivos).
La muestra de grasa se obtiene por el anatomopatélogo inmediatamente después a la recogida y
etiquetado de las muestras de tejido fresco, a partir de la grasa adherida a pieza quirtrgica, siempre y
cuando ésta no haya permanecido en formol. El peso aproximado minimo de las muestras de tejido
adiposo a obtener es de 2 gramos.
Las muestras en fresco se depositan sobre papel de aluminio, sin conservantes, suero fisiolégico o
fijador, se empaquetan y se almacenan en casettes de plastico, cuya referencia es la siguiente: Kartell
Spa, articulo 02921-06. Las casettes estan disponibles en diferentes colores para poder diferenciar el
tipo de tumor. La correspondencia es la siguiente:

Verde: colorrectal

Rojo: mama

Azul: préstata

Amarillo: estémago
A continuacién se procede a su identificaciéon manteniéndose a -70 °C en el laboratorio hasta el

momento de su procesamiento (alternativamente se puede almacenar a -20 °C). A cada muestra se le

asigna un cédigo de identificacién cuya correspondencia queda anonimizada en la forma habitual.
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7. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

7.1. Instrucciones para la medida del contorno cintura y cadera

Material

- cinta métrica flexible (de costurera)

Procedimiento

Con una cinta métrica flexible, y el sujeto de pie, medir el contorno de la cintura (medida namero 2),
aproximadamente por encima del ombligo. Anotar la medida. Repetir la medida 2 veces més. Luego
medir la cadera (medida namero 3), medida en medio de las nalgas. Anotarlo, y repetir la medicién 2

veces mas.

Cintura

La medida se realizara en la linea media entre el margen costal inferior y la
cresta iliaca, por encima del ombligo. Considerar como lugar de medida la
parte mds estrecha por encima de las crestas iliacas y por debajo de las
costillas. Se recomienda realizar la medida al final de la espiracién, durante
una respiracion normal. La cinta métrica debe estar en posiciéon horizontal
alrededor de la cintura, con la suficiente holgura que permita introducir un
dedo entre la cinta y el cuerpo del sujeto. Se realizaran dos mediciones por
participante, y cuando la diferencia entre ambas sea superior a 0,5 cm, se
procedera a realizard una tercera. Se registraran todas las mediciones en cm.

Cadera

La medida se realizard en la mayor circunferencia a la altura de los
trocanteres mayores. La cinta métrica debe estar en posicién horizontal, con
la suficiente holgura que permita introducir un dedo entre la cinta y el
cuerpo del sujeto. Se realizaran dos mediciones por participante, y cuando
la diferencia entre ambas sea superior a 0,5 cm, se procederd a realizard una
tercera. Se registraran todas las mediciones en cm.

7.2. Instrucciones para la evaluacioén de ratio 2D:4D

Material
- pie derey digital

Procedimiento

La razén entre la longitud del dedo indice y del dedo anular de la misma mano se medird mediante
pies de rey con resolucién de 0,05 mm.

El entrevistador y el entrevistado deben estar sentados para facilitar la medicion. Antes de comenzar a
medir deben retirarse los anillos o cualquier otro objeto similar que pueda dificultar la adecuada
colocacién de la mano o la medicién. Antes de cada medida hay que comprobar que el calibre se pone

a cero.
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1. El entrevistado tiene que colocar el
dorso de la mano derecha sobre una
superficie plana, como aparece en la
figura, con los dedos estirados lo mas
rectos posible. En los casos en los que
exista imposibilidad fisica de estirar
alguno de los dedos en alguna de las
manos, se registrard este hecho y se
tomara la medida de los dedos que no
sufran este problema.

2. Localice en el 4° dedo o dedo anular
(4° D) el lugar donde el dedo se une a la
palma de la mano. Tome ahi como
referencia el pliegue o arruga transversal
que es mas cercano a la palma de la
mano.

Considere el punto medio de este pliegue
y mida desde ahi la distancia sefialada en
la grafica, hasta la punta del dedo (4° D),
colocando el calibre como se indica en la
fotograffa. Para esta medicién no hay que

considerar las ufias ni aplastar el pulpejo
del dedo.

Tras finalizar la medicién cierre el calibre
y péngalo de nuevo a cero.

3. Mida esta distancia 1 vez méas y apunte el resultado. Si la diferencia entre ambas mediciones
es mayor de 0,5 mm repita la medida una tercera vez y aptntela también.

4. Repita el procedimiento (pasos 1 hasta 3) en el 2° dedo o dedo indice.(2° D)

5. Repita el procedimiento para tomar las mismas medidas en la mano izquierda.

7.3. Medida de la distancia anogenital

La medicién de la distancia anogenital se realizard sélo en los casos de algunos de los centros

participantes en el estudio.

Personal v material necesario:

* Una persona que mide y apunta los datos de la medicién

* Unayudante que coloca las piernas del entrevistado en la postura correcta

* Un pie de rey o calibre digital (“vernier calliper”)
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* Alcohol de 70% para limpiar el pie de rey

*  Antiséptico para limpiar la zona anogenital del entrevistado antes de la medicién

Mediciones:

1. Medicién de las distancias anogenitales a las mujeres:

AFD: distancia desde la comisura labial al centro del ano

AGD: distancia desde la base (borde superior) de clitoris al centro anal

AGD
- AFD

W

2. Medicién de las distancias en los hombres:

AGD: distancia desde la superficie inferior del pene al centro anal
ASD: distancia desde la base del escroto al centro anal. Para esta mediciéon es necesario el

mantenimiento del escroto levantado.

Instrucciones para el procedimiento de las mediciones:

1. El entrevistado tiene que estar desnudo desde la cintura hacia abajo y acostado en una
superficie dura (por ejemplo, una mesa quirtirgica) con sus nalgas puestas al borde de dicha
superficie.

2. La persona que ayuda en el procedimiento tiene que flexionar las rodillas del paciente hasta

que se encuentren encima de la zona anogenital. Desde esta posicién manteniendo las rodillas
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N~

10.
11.
12.

siempre flexionadas, abrir las piernas del sujeto sin poner mucha fuerza y hasta el punto que
lo permite la flexibilidad del sujeto. El ayudante mantiene la persona en esta posicién

intentando evitar algin movimiento durante la medicion. Es necesario que todos los sujetos

estén en la posicidon correcta durante la medicidon. Si por cualguier razén eso no es posible

no siga el procedimiento de las mediciones.

Limpiar la zona anogenital con antiséptico

Limpiar el pie de rey con alcohol siempre antes de utilizarlo

Ajustar el pie de rey a la indicacién de cero

Manteniendo el entrevistado quieto en la posicién correcta, el borde superior del pie de rey se
coloca en el borde superior de la distancia que se realiza.

Abrir el pie de rey hasta el borde inferior de la medicién que se realiza.

Comprobar que el borde superior sigue colocado en el punto correcto

Anotar la medicién del pie de rey

Cerrar el pie de rey y ajustarlo de nuevo a la indicacién “cero”.

Repetir la medicién (pasos 8-11) de la misma distancia 2 veces més y anotarlo.

Ajustar el pie de rey al cero y pasar a la medicién de la segunda distancia siguiendo al mismo

procedimiento (pasos 8-13)
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8. RECOGIDA DE MAMOGRAFIAS

En las mujeres con cancer de mama y en las mujeres control del MCC es de gran interés poder medir
la densidad mamografica en la tltima mamografia disponible. La mejor proyeccién para valorar la
densidad mamografica es la craneao-caudal (CC), aunque la concordancia entre ambas proyecciones
(CC y OML- mediolateral oblicua) es muy alta (> 90%). Por lo que, si no esta disponible la CC sirve la
OML.

Si las mamografias son analdgicas, hace falta la mamografia original para la lectura de la densidad.
Las copias no garantizan suficiente calidad (esto depende de la calidad de la copia). Si las
mamografias son digitales, se requiere una copia en formato digital de la imagen pre-procesada (raw-

image).

En aquellos nodos donde el programa de cribado centraliza esta informacion, lo ideal es obtener la

ultima mamografia disponible en el propio programa.

a) Mujeres con cancer de mama.
- Tomar la dltima mamografia disponible dentro del programa de cribado de la otra
mama (mama contralateral, no afectada por el diagnostico), preferiblemente la proyeccion
CC, siempre que la diferencia entre la fecha de realizacién y la fecha actual sea inferior a 2
afnos.
- Anotar la fecha de realizaciéon de la mamografia
- Si la mamografia es antigua (mas de 2 afios), tomar una mamografia actual (las mujeres
con cancer de mama se les hace mamografia) de la mama contralateral y anotar fecha y
tratamiento previo recibido.

b) Mujeres control.
Utilizar la dltima mamografia disponible si es reciente (menos de dos afios en relacién a la
fecha de inclusiéon de la mujer control en el estudio). Idealmente proyeccion CC. Si es
posible tomar las dos mamografias CC de las dos mamas y, si no, tomar aleatoriamente

una de ellas.

En los nodos donde las mamografias del cribado no estdn disponibles.

a) Mujeres con cancer de mama.

- Concertar con el hospital la recogida de la mamografia de la mama contralateral (la
que no tiene cancer de mama), idealmente esta mamografia debe estar hecha lo antes
posible tras el diagndstico, o inmediatamente antes al mismo y antes de iniciar ningan
tratamiento hormonal.

- Anotar fecha de realizacién de la mamografia.

- Anotar tratamiento recibido (previo a la mamografia).
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b) Mujeres control.
- Si la mujer esta en edad de cribado y tiene una mamografia hecha hace menos de un afio:
pedirsela para escanearla y devolverla.
- Si la mujer no se ha hecho una mamografia en el tltimo afio: Citarla en el hospital para
realizarle la mamografia con el mismo aparato que se hace la de las mujeres caso de su

zona de referencia.
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9. ENTREVISTA

Un cuestionario estructurado e informatizado serd administrado por entrevistadores entrenados

mediante una entrevista personal. La duracién de cada entrevista serd aproximadamente 60 minutos.

Se recogera informacion sobre los siguientes factores:

A.

ZEFr AT S EZO®E OO

Factores socio-demograficos

Historia personal y datos antropométricos
Tabaquismo

Ocupacién

Actividad fisica

Historial residencial y consumo y uso del agua
Historia médica y uso de farmacos

Hébitos de tomar el sol y habitos de suefio
Productos de higiene y cosméticos

Historia médica

Historia familiar

Medida del contorno de la cintura y cadera y longitud de los dedos
Sintomatologia

Calidad de la entrevista

Ninguno apartado quedara sin contestar (excepto del apartado que se refiere solamente a mujeres

cuando el entrevistado sea hombre o viceversa). Cuando por razones médicas o de estado general del

paciente, la entrevista no pueda ser finalizada durante el primer contacto con el individuo, los

pacientes serdn contactados posteriormente en su domicilio o, si esto no es posible, se recogera aquella

informacién imprescindible para la inclusiéon del paciente en el estudio.

Instrucciones para la aplicacion del cuestionario general:

El encuestador leera al entrevistado los encabezados de las preguntas excepto cuando se
indique lo contrario.

Las instrucciones para el entrevistador estdn escritas de forma diferente a las preguntas:
estan en cursiva.

La opcién NS/NC ha de evitarse al maximo, si es necesario se repetird la pregunta y se
intentara averiguar si se entendié correctamente.

Otras preguntas son cerradas con diversas opciones que se leeran al entrevistado y se le
pedira que seleccione la opcién que corresponde. Cuando haya la opcién “otra” y ninguna
de las otras opciones se adecuen a las caracteristicas del entrevistado, se le pide al
entrevistado que especifique anotdndose su respuesta en el espacio reservado para ello.

Algunas de las opciones de las preguntas llevan sefialadas “ir a”, “pasar a”, “saltar a”
etcétera seguido del nimero de otra pregunta o una “flecha” que se dirige a otra pregunta
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de ella que viene enseguida. Ello quiere decir que si el entrevistado elige dicha opcién, el
entrevistador deberd pasar a la pregunta que se indique. Si se elige otra opcién que no
lleva este pase o flecha, el entrevistador seguira el orden de las preguntas sin saltar
ninguna.

El encuestador no tiene que guiar las respuestas del entrevistado con preguntas tales

como: ;Estd usted segura de que...?. Sin embargo hay que asegurarse de que la persona
entrevistada entiende las preguntas.
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10. CUESTIONARIO DE DIETA

Una vez finalizada la entrevista y realizadas las medidas antropomeétricas se le entregara al sujeto:
- el cuestionario de dieta (més la hoja de preguntas adicionales)

- unsobre franqueado con la direccién de destino (cada centro)

Se le explicard al sujeto que debe cumplimentarlo, sin dejarse espacios en blanco, ponerlo en el sobre
franqueado que le entregamos y depositarlo en cualquier buzén de correos.

Una vez recibido en el centro, se deben introducir los datos del cuestionario en la parte de la entrevista
informatizada correspondiente a la seccién de dieta. En caso de que el sujeto se haya dejado alguna
pregunta sin contestar, el entrevistador lo llamara para acabar de cumplimentarlo.

Asimismo, si 2 semanas después de la fecha de realizacién de la entrevista no se ha recibido el
cuestionario de dieta, el entrevistador llamara al sujeto para preguntarle si hay algtn problema o si ya

lo ha mandado.

Este cuestionario pretende determinar los habitos alimentarios durante el dltimo afio. Para las
respuestas hay que tener en cuenta los alimentos consumidos tanto en casa como también en el
trabajo, en restaurantes etc.

La opcién elegida se marcard con una sefial (X). Si es necesaria una correccién se rodeara la X ya

puesta y se marcara una nueva X en la opcién que corresponda.
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11. GESTION DE BASES DE DATOS

Las entrevistas se realizan con un portatil, por lo que la informacién queda en formato electrénico.
Ademéds de la entrevista personal, cada entrevistador debe introducir en el ordenador los datos del
formulario de seleccién, el formulario de no participacién o participacion parcial (si fuera el caso), el
cuestionario de dieta una vez recibido por parte del sujeto y también los items recogidos de cada

sujeto (entrevista, ufas, pelo, sangre, consentimiento, etc).
Semanalmente, el entrevistador debe hacer una copia de seguridad de los datos introducidos en el

ordenador portatil. Ademas, debe enviar la base de datos al centro coordinador del CREAL a través

de FTP (file transfer protocol), sistema que asegura la confidencialidad de los datos recogidos.
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12. ASPECTOS ETICOS

En todo el estudio se seguiran las directivas nacionales e internacionales (cédigo deontolégico,
declaracion de Helsinki), y se seguira la ley espafiola sobre confidencialidad de datos (Ley Organica

15/1999 de 13 de Diciembre de Proteccién de Datos de caracter personal [LOPD]).
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