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CapfTuLo I. "_",0.113; JET _,

1.

os.

Exponer la éituagién ac;ﬁél en el_espudid‘del Aﬁtigeno Carcinoembrié-
nico puesto éue se han logradovéonsiderébles avances en el estudio-
de este antigenq, sobre todo en la presente década, tanto en su rela
cién con diferentes tipos-de Qéncér éémo en la metodologia para su de

terminacién.

1.1 Asentar las bases tedricas para el uso correcto del Antigeno Car
cinoembridénico (CEA) como marcador tumoral, asi como para la in

terpretacidén adecuada de resultados.

Introducirnos al estudio del CEA en la poblacién de Villahermosa, es-—
tableciendo los valores de referencia para dicho antigeno y as{ tener

un pardmetro real con el que se puedan valorar posteriormente los re-
sultados que sobre dicho antigeno se obtienen en la poblacidén estudia

da.

2.1 Evaluar el método de andlisis del CEA empleado en la presente te

sis,



Cepfruco II. INTRODUCCIGN,

Com¢ causa de muerte el cancer ¥ Sus complicaciones'alcanian un 5% a
nivel nacional (82). Una de las razones por las que el cdncer ocupa esta
posicidén radica en el hecho de ser un padecimiento dificil de detectar -
tempranamente, esto es, antes de que Se presente sintomatologia alguna. -
Es un proceso de iafgo desarrollo que puede llevar hasta treinta affos pa-
ra manifestarse clinicamente, lo cual constituye una gran dificultad para

su eliminacidén completa.

Hasta ahora es bien conocido que para establecer un diagnéstico tem-
prano del cdncer précticameﬁte s6lo se cuenta con dos pruebas, la citolo-
gia exfoliativa y el anilisis histoldgico del tejido que se sospecha can-
ceroso; por medio de ellas a menudo puede detectarse a tiempo un tumor y,
con un tratamiento adecuado, ser eliminado exitosamente. Sin embargo, --
cuando el cdncer no ha sido detectado a tiempo, los problemas que se pre-
sentan son evidentes. Resultan particularmente problemiticos aquellos ca
50s en que los pacientes que han tenido una reseccidén tumoral vuelven a -

desarrollar la enfermedad.

Desde el punto de vista clinico es muy importante evaluar éljestadof'

tumoral del paciente, pues haciéndolo es posible el manejo‘ferapéutico ——



adecuado aSi‘cbho la realizacidn de una cirugia en el momento preciso. -
El anélisis del estado tumoral puede ser evaluado por medio de pruebés en
el laboratorio clinico o fuera de él. La presente tesis es un estudic de
uno de los andlisis de laboratorio, el del Antigeno Carcinoembridnice, em

pleado en la evaluacidén del estado tumoral.

Fl Antigeno Carcincembriénico (CEA) es una glucoproteina presenfeken
intestino fetal y tejido tumoral, pero ausente en tejido adulto normal. -
El primer reporte de este antigeno fue hecho por Gold y Freedman en 1965-
(35), quienes lo encontraron en tejido canceroso de colon; hasta la fecha
se ha visto que el Antigeno Carcinoembridnico tiene una distribucién mis
amplia que la descrita originalmente, pues se ha encontrado en varios te-
jidos tumorales, asi como en la sangre de personas que los presentan. fn

esta tesis se expone el significado de tales hallazgos.

Lo anteriormente expuesto constituye una de las partes de que esta-
compuesta la presente investigacién, y ha sido desarrollada en el capitu-
lo de Generalidades, comprendiendo una revisidn bibliogrdfica de lo que -
se conoce hasta la fecha sobre el Antigeno Carcinocembridnico (CEA) y, des
de luego, el contexto en gue se da el andlisis de esta substancia: el es-
tudio del cdncer. Los capitulos posteriores corresponden a la parte - ~
prictica del trabajo y que consiste en un andlisis descriptivo dirigido a
establecer los valores de referencia para el CEA en la poblacidn de Villa
hermosa. Dichos valores son pardmetros necesarios para interpretar las ~

variaciones que hubiera de este antigeno en las personas con cancer.



Capfruo 1, GENERALIDADES,

1. NATURALEZA DEL CANCER.
1.1 ETIOLOGIA DEL CANCER.

De manera andloga a una respuesta inflamatoria, el cdncer puede una
reaccidn inespecifica del huésped hacia una gran variedad de factores; es
estimulado e influenciado por factores como virus, agentes fisicos y qui-

micos.

Un tumor aislado de un paciente es una gran agregacidén de células -
cancerosas que descicenden de una célula "fundadora". Este antecendente -
fue una célula normal con una funcidén especifica en un tejido particular;
sufre un cambio principal y empieza a dividirse y proliferar en respuesta
a estimulos propios mis que en respuesta a un estimulo externo que requie
re habitualmente para su crecimiento. Eventualmente esta célula es el —-

origen de millones de células alteradas que constituyen la masa tumoral.

El comportamiento anormal de las células cancerosas esti caracteri-
zado por muchos aspectos diferentes (70, 71, 78, 110). El mas evidente -
de éstos es el crecimiento incontrolado. Las células cancerosas tienen -

una forma que es muy diferente de las células normales. Algunas son inva



sivas, pués se pueden localizar mds alld de sus tejidos particulares. Mu
chas'consumeﬁ carbohidratos en grandes cantidades. Su metabolism§ éuede-
ser anaerébico. La membrana de las células cancerosas es diferente de -
las normales, pues en aquéllas se hallan presentes antigenos tumorales -

que le dan caracteristicas inmuncldgicas diferentes.

Este es s6lo el comienzo de una larga lista. La longitud de la mis
ma y la complejidad del fenotipo (el conjunto total de caracteristicas es
tructurales y funcionales que definen a una célula cancerosa) implica co~
nocer aspectos importantes, como el de saber cudl de esas caracteristicas
son gsenciales para el estado canceroso y cudles son secundarias; si por
ejemplo una célula cancerosa tiene 100 aspectes diferentes, saber si cada
uno de .ellos es adquirido individualmente en el proceso de la carcinogéne
sis; saber si la célula normal tiene que pasar a través de esos 100 esta-
dios en el curso de transformacidn a célula tumoral. La respuesta a estas
cuestiones parece estar en funcidén de un mecanisme "pleiotrdpico’: un ele
mento celular que actia centralmente es alterade y entonces es capaz de —

expresar simultdneamente un gran nimero de cambios en el femotipo (110),

Hay evidencias de que el estado canceroso es matenido por genes (41,
108, 110}. Esto puede argumenta.se fdcilmente ya que la mayoria de los as
pectos del cdncer estdn en funcidén del ADN, pues como responsable de la ac
tividad celular, ejerce su influencia sobre el proceso de crecimiento, di-~

visién y diferenciacién celular. Existen evidencias para afirmar que la -

4



interferencia con el ADN en casi’ cualquler forma COHCEblblu, SLrve Lomo -

preludio para la 1nducc1on del cancer. e otra orma, es dlflCll—

que un evento oncogen1co no 1nvolucre mod1f1cac1on del ADN de una forma-

u otra (108).

Loslinvestigadores\han estado acumulando datos sobre virus asocia -
dos a'procesos cancerosos, asi como sobre carcindgenos no virales, inclu-
yendo formas de radiacién y un gran nimero de agentes quimicos que pudie-
ran inducir la transformacién celular. Estos carcindgenos en lugar de --
aportar informa;ién genética nueva a la célula, alteran la informacién ya
existente. Muchos carcindgenos dafian el ADN, pero su accidn no es tan di

recta, sino que forma parte de un proceso asociado a la desrepresién de -

genes (26, 39, 40, 41).

Dc esta forma, el origen del cdncer puede ser comprendido como un -
proceso genético de muchos pasbs (4, 53, 108, 110). Estos pueden sefuclg v
sificados globalmente dentro de tres pasos mayores: a) dafio inicial en.-
el ADN; b) rompimiento y rearreglo cromosomal; ¢) séleccién de célulés—
mutantes. La exposicién que a continuacidn se hace sobre estos puqto$ s
td centrada en los mecanismos principales y mds comunes del prdpeéonGA'—

transformacidén de célula normal a tumoral.

a) Dafio inicial en el ADN. Este:dgﬁéfén'éiiADN’es_a inf:luen adé;x

almente en<'una

por agentes fisicos, quimicos y virus, y.resulta -fin

mutacidn. e



-,Desdé'haéé aigﬂhdé lustros se sabe que hay muchas sustancias -
unimicas'que‘puedéﬁ‘oéaéionar’céncer. Dichos carcindgenos se unen-
éi Aﬁﬁ médiante énlaces covalentes o mediante fuerzas electrostdti-
caé‘y‘pugéen actuar de diferentes formas, siendo la insercidén y su
presiép unés de las principales; también pueden unirse y afectar --
los complejos enzimdticos de replicacidn y de transcripciéﬁ, ¥ mu-
chas otras enzimas y proteinas (p. ej. histonas y no-histonas). .To
do este proceso se traduce directamente en una mutacién. Las radia
“ciones ionizantes (rayos-X y gama) y la luz ultravioleta entre ofros

también pueden causar mutacidén.

Una gran mayoria de carcinégenos tienen en comin la propiedad-
de formar enlaces covalentes en varias sustancias nucleofilicas, —-
las cuales incluyen grupos fosfato, amino, sulfhidrilo, carboxile e

imidazol. En el ADN hay partes especialmente susceptibles a reac

cionar con estos carcindgenos, como el dtomo 7 de la guanina, los -
nitrégenos 1 ¢ J de la adenina, el 3 de la citosina y el oxigeno 6
de la guanina. También pueden reacdionar, aunque en menor grado, -
los 4dtomos de fosfato de las cadenas de ADN y las proteinas asocia-

das a éste (108).

Otro mecanismo que ha sido propuesto para explicar el proceso-
canceroso radica en la activacidén de oncogenes. Los oncogenes: son-

versiones alteradas de los genes que orginariamente se encuentran -
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en las células normales y que.han sido asociades dircctamente .con -

1a produccién de .cdncer: (4;

VLos'bnﬁogenég fﬁerﬁnidb
primeros éé£udibs«fuerohvcdh.los'retrovifuéz virus cuyo material ge
nético no es ADN sino ARN, el cuélkés transcrito "en reversa" en -
ADN; En cultivo de tejidos y en animales de experimentacidn se ha
demostrado que los virus tienmen un gene, que ¢s responsable de la in
duccién de cdncer: un oncogene. Sin embargoe, esos oncogenes vira-
les no son realmente virales, sino de origen celnlar: son genes que
se encuentran en las células normales, el virus los toma y modifica
para posteriormente integrarlos nuevamente a la célula, convirtién-
dola asi en una célula neopldsica. Se ha sugerido que un mecanismo
similar pudiera ocurrir en el hombre, aunquec faltan evidencias di -
rectas (53, 110). Otro mecanismo mediante el cual pudiera activar-
se el oncogene es por medio de la accidn de la luz ultravioleta o -

por carcindgenos quimicos.

b) Rompimiento y Rearreglo Cromosomal. En este segundo paso ya ha
habido una mutacién que no ha sido reparada; se inicia ia divisién-
celular en la que se manifiesta posteriormente una transposicidén ---
cromosomal con el consiguiente cambio genotipico. Puesto ggé la re
plicacién del ADN es una precondicidn necesaria para la'diﬁisién ce

lular, constituye un blanco vulnerable para la accién de. carcinége~
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nos- que pueden:conducir-a:una mutacidn:mds,--ademds de’las. ya produ

cidas (40)."

La célula tumorai exhibe un rango extremadamente amplio de de-
fectos en su genoma. Estos defectos se hacen evidentes en la fase
cromosomal, en donde es posible observar variaciones en nimero y -
grado entre células diferentes en el mismo tejido. Esos defectos -
incluyen aneuploidia, poliploidia, y numerosos tipos de anormalida-
des estructurales. EL desarrollo de técnicas de bandeo cromosomal-
han ayudado al avance de la investigacidn citogenética del tumor, -
originando el descubrimiento de varias asociaiones constantes entre

tipos especificos de neoplasias y cambios cromosomales (16, 63).

El primer caso que se asocid con un defecto cromosomal especi-
fico fue la leucemia mielocitica crénica (LMC), en la que aproxima-
damente el 90% de los casos exhibieron un cromosoma 22 pequefio (Fi-
ladelfia & Phl). Con el uso de los métodos de bandeo ha sido posi-
ble demostrar que existe una translocacidn del cromosoma 22 al 9. -
Esta translocacidén es adquirida y limitada a las células hemotopoyé
ticas de los granulocitos, eritrocitos y megacariocitos. El cromo-
soma Phl también ha sido encontrado en varios pacientes con leuce -
mia miclocitica aguda (LMA). Esta leucemia, cn contraste con la -~
LMC no estd carcaterizada por un solo defecto cromosomal. Aproxima

damente el 40% de pacientes con LMA exhiben un cariotipo normal, y
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el 60% muestran camblos cromosomales rulathdmcnte no espo»1f1cos-;

el 80% de los defectos descublertos 1nvolucran un cromosoma 8 adi--

ciOnal perdlda de un cromosoma 7, y/o translocac1on entre el 8 y -

ellZi{

El 11nfoma de Burkitt es un tipo de proceso neoplaqlco asocia-

Jdo con el virus de Epsteln Barr y exhibe un cromosoma 14 anormalmen B

- te largo. Otro tumor, el retinoblastoma, es un tumor que se pres§21
ta en la nifiez y con una frecuencia alta entre dos grupos de indi -
viduos genéticamente predispuestos: aquéllos que heredan una pre -
disposicién al tumor de un modo autosomal dominante, y aquéllos que
nacen con wa delecidén parcial del brazo largo del cromosoma 13, ‘
quienes habitualmente también muestran retraso mental y defectos :—._
congénitos. Este dltimo grupo es de particular importancia puestoaJ
que representa el tnico caso conocido en el hombre en el cual un dgv
fecto cromosomal especifico que ocurre precigéticamente puede pre ;vf
disponer a los individuos afectados a un determinado tumor. Tam -—
bién en tumores malignos neurogénicos (neuroblastomas y gliomas - -
principalmente) se encuentran aberraciones cromosomales (63), y lo‘
mismo ocurre en ciertos desérdenes autosomales recesivos en los que
se presenta una tendencia a mostrar aberraciones cromosomales y de-
sarrollar neoplasias, como ocurre en la anemia de Fanconi, ataxia -
telangiectagia, sindrome de Bloom, sindrome dc Werner y variés mé5 ,Z

(16, 63, 8s5).




13

¢)  Seleccién deCdlulas Mutantes. Esta tercera-etapa eh-el desarro
1lo tumoral es una consecuencia del dafio en el ADN: los-arreglos en
en genotipo generan nuevos fenotipos. La seleccidn favorécg esos -

fenotipos de células bien diferenciadas y proliferantes: ;Finalmeﬁ;

te, los fenotipos especificos se manifiestan en los difﬁrehtes"téji

dos (95).

LQS‘ﬁérraTQSfahférigfeé tienéh'evidénfeméptbvhné-ekﬁliéééién -
daFWiﬁiaﬁéir;Iaiﬁéieébién tiehe doé’cbmpdﬁQAteébqﬁérsén la mutacién
y:lé:fijéciéﬁr(IIS), éﬁnque es élaro que en el caso de la carcinogé
hesis‘ésta mutacién‘no es por evolucidn natural (desarrollada en mi
llones. de afios) sino por la accién de carcindgenos (en cuyo caso el

tiempo miximo de desarrollo pueden ser sélo algunas décadas). El -
término "fijacidn" se refiere a mantener estable esta mutacidén. Una

vez mantenida la mutacidén los cambios fenotipicos son evidentes.

Nos hemos referido anteriormente a mutaciones puntuales (que -~
provocan cambios en la secuencia de bases en el ADN), pero hay tam-
bién otro tipo de mutaciones que son las llamadas mutaciones regula
doras. Estas no altecran la secuencia de bases en el ADN, sino que
provocan cambios en la vecindad del ADN (principalmente en histonas
y no-histonas) y que determinan la actividad o inactividad del gene,
esto es, alteran los mecanismos reguladores y pueden conducir a 1la

desrepresién de genes (26, 39, 40, 41). Como consecuencia de ecsta
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desrepreslon de genes, c1ertas protelnas embr10n1cas son slntct1.a—¢,

Entre estas proteinas se encuentra ol antlgcno car:

01noembr10nlco (CEA) y otros antlgenos fetales.

grandes rasgos, el proceso de tran

ya que un estudlo detallado estd leJos del alcance ,e la presente‘te51s.

En los siguientes puntos de este capitulo se describirdn algunos de
-los cambios -(fenotipicos) de la célula neopldsica, terminando con una des
cripcién més detallada del antigeno carqinoembriénico, CEA, tema central-

de esta tesis.

1.2 ASPECTOS INMUNOLOGiOOS EN EL DESARROLLO TUMOﬁAL.

g Una de las modificaciones mds significativas y que se expresa — -
principalmente en la membrana plasmitica es su modificacién antigénica. -
La apéricién de nuevos determinantes antigénicos es la regla cn las célu-
las tumorales, aunque su especificidad dependa, entre otros factores, de
la naturaleza del agente etioldgico: en las neoplasias producidas por vi
rus o cuando el tumor es transplantado, los antigenos tienen la especifi-
cidad del agente causal, independientemente del tejido o especie animal -
donde se haya producido el tumor, o sea, el antigeno es igual; en los tu-
mores inducidos por agentes quimicos, los antigenos son especifigos del -
tumor, es decir, cuando en un mismo animal se inducen varios tumbfes, és=

tos presentan diferentes antigenos entre si (70, 71, 91).
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Se han ﬁesgubiéftpiydfiqs antigenos embridnicos en ciertos tejidos-
fecales;§ tuﬁofaiéé, igs @ﬁaies no: son detectables en tejido adulto nor —
mal, Este.gr@p&idé anfigénos son los llamados antigenos oncofetales y su
presencia, en la mayoria de los casos, constituye una de las caracteristi
cas de la célula tumoral. Los antigenos que estdn presentes en células ~
tumorales, pero ausentes en las normales han sido llamados antigenos aso-
ciados al tumor, AAT; los antigenos capaces de inducir una respuesta inmu
ne o resistencia al crecimiento del tumor, han sido llamados antigenos --
asociados al transplante de tumores, AATT, aunque su presencia no asegura

un rechazo del tumor (1, 73, 96).

Cuaﬁdo se comparan las células tumorales con sus conﬁrapartes norma
les pueden mostrar: a) delecidn de antigenos normales de la membrana ce-
lular; b) formacidn de antigenos asociados al transplante de tumores; c)

" desdiferenciacidn retrogresiva con formacién de antigenos fetales; d) al
teracién en la membrana celular con cambios en la composicidn y reactivi-

dad inmunoquimica.

a) La delecidn y pérdida de antigenos celulares ha sido notada en
m;chos tumores humanos. Varios de los cdnceres epiteliales mues —-
tran una pérdida temprana de antigenos de grupos sanguineos A, B, y
K e inclusive se han empleado en el diagndéstico temprano de:carcing
mas. Se ha propuesto come explicacién el gue la superficie celular
pudiera combinarse con un carcindgeno y actuar como neoantigeno, --

conduciendo a la produccidn de anticuerpos y asi, cl anticuerpo ori
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ginara la delecién del.ahCigéhofdé;lajﬁehbraha'pér‘éndbqitosis ;de1‘

complejo inmune (83); . v

b) Los antigeﬁés*&%déiados al transplante dc tumores.({AATT) estdn-
bajofcon;rol genético y son transmitidos de cada generacién de €élg

las a la.otra. En los tumores que son inducidos por carcinégencs -

. quimicos o por agentes fisicos tales como radiacién, cada tumor tie

v

ne su propia antigenicidad especifica. Los AATT inducides por vi-
rus muestran una especificidad antigénica similar, puesto gque cada

tumor inducido contiene el mismo antigeno en la membrana celular -

(73, 91).

¢) "0tra de las alteraciones inmunoldgicas presentes en la célula -

neopldsica es la presencia de antigenos fetales o embridnices. Bn
: éfecto;'se ha postulado que durante los eventos de la carcinogéne -

‘sis se lleva a cabo una de desdiferenciacién o retrodiferenciacidn,

la cual conduce a la expresidn incrementada de la informacidn gené-

-tica que estd reprimida normalmente en la célula madura; ésto condu

ce a la formacidén de componentes embridnicos, a veces en cantidades

" _significativas, para su posterior liberacién a la circulacién san -

guinea (26, 39, 40, 41, 55). Los antigenos fetales mids importantes

por su valor diagndstico son: antigeno carcincembriénico (CEA), al

fa-l-fetoproteina (AFP), alfajH~ferroproteina; fosfatasa alcalina -

Regan (o placentaria), sulfoglucoproteina y gama~fetoproteina.
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d) Otras alteraciones en la membrana de las células tumorales no co
rresponden precisamente a la pérdida o adquisicidén de antigenos,pues
también hay un cambio en la distribucién de la densidad de macromolé
culas en la membrana. Estos cambios pueden ser demostrados por difg
rencias en la interaccién de células normales y transformadas, con -

la concanavalina A, una aglutinina vegetal (37, 70, 71, 83). ¥

En lo referente a la teoria inmunoldgica del cdncer, se tiene lo si=

.guiente: cualquier mecaniémo que pudiera resultar en la aberracidn'o des
balance del mecanismo de vigilancia inmune eété relacionado coﬁ‘elrdesa -
rrollo de neoplasias. En la teoria inmunolédgica del céﬁcer (73), las cé-
lulas malignas continfdian su desarrollo debido a que han perdido antigenos
especificos tisulares y por lo tanto ya no estdn sujetas a los mecanismos
de control homeostdsicos tisulares (73, 78). También se ha sugerido que
la asociacidn de cambios malignos con enfermedades autoinmunes drgano es-
pecificas resulten posiblemente de la seleccién autoinmune de las células
tumorales. EL ataque autoinmune a las células tumorales pudiera conducir
a una redistribucidn de componentes especificos del tejido, seguida de la
pérdida de dichos componentes (complejos inmunes) por endocitosis {83). -
El mecanismo de accién de los anticuerpos es consistente con la hipétesis

inmunolégica del cdncer (1, 73, 78, 83).

Por otro lado, en estudios in vitro se han encontrado sustancias con
propiedades inmunosupresoras en el suero de personas que presentan algin-

tumor, aunque no es clara su importancia in vivo. La presencia de estas



olerancia:inmune. hacia el tu-

Las diféfendiﬁé de ébﬁporﬁamiengé'éﬁpre las células fumorél§5{y?4—
las normales aparecen tanto en células aisladas y mantenidas en qgltivoé,
como en células tumorales en el seno de organismos multicelulares. : En el
caso de las células tumorales conservadas en cultivo, su comportamienﬁo -
auténomo se expresa por una serie de pfopiedades peculiares que no ocu --
rren en células normales y que se correlacionan con su capacidad para for

mar tumores.

Los cambios que.se producen en la célula tumoral son variados. Las
alteraciones morfoldgicas son en nﬁmefo y generalmente se presentan como-
un aumento o disminucién, o bien pérdida de detalles morfolégicos. Por -
otfo lado, 1a$ alteraciones funcionales se reflejan sobre todo en la(mem—

brana celular,
1.3.1 ALTERACIONES EN ORGANELOS.

Las alteraciones que se presentan en la célula tumoral son bastan-
tes, aunque resulta dificil aislar aquellos cambios en la estructura, ge

neralmente sutiles, que pudieran ser especificos del cardcter tumoral.

En las células tumorales el nucleélo es de mayor tamafio y su forma

es mids irregular que en las normales, y con frecuencia hay varios. Ade -
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mis de distintos tipos de modificaciones en el nucledlo, como penetracidn
en la cromatina asociada al interior del organelo, aumento en el nimero -
de granulaciones de ribonucleoproteina, conformacién anular, etc., tam —-
bién pueden observarse vacuolas dnicas o miltiples, generalmente llenas -
de un precipitado proteico, o bien, numerosas inclusiones formadas por ma
terial granular. Estos grianulos han sido observados en los nuclédlos de
células de pacientes con la enfermedad de Hodgkin, y 1laman la atencién -
por el gran parecido a-los grinulos presentes en células infectadas por -
distintos virus, como el‘del polioma o el herpes simple. Las alteracio -

nes nucleolares son las mds Gtiles para reconocer a las células malignas.

Las alteraciones en las mitocondrias se presentan frecuentemente —
en diferentes tumores. En algunos de éstos, como en el carcinoma reti -
nal o el oncocitoma de las glidndulas salivales, el citoplasma estd ‘1leno-
de mitocondrias, muchas de ellas de aspecto normal. En algunos tumores -
se han descrito mitocondrias con alteraciones en las cristas, asi como -~
disminucidén en su ntmero, aparicién de mielina y otras inclusiones como —

cuerpos densos, cristales de proteina o de glucdgeno, etc. (70, 71).

En otros organelos se presentan también alteraciones como aumento-

o disminucidén en su mimero (lisosomas, por ejemplo) hiperplasia (reticule

endopldsmico rugoso y aparato de Golgi), presencia de vacuolas (en lisosgr,

mas y nucléolo), inclusiones citoplasmiticas, etc.
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Ademds de las'mddificaciones mencionadas, las célulaé‘tuﬁbyéies?--'
muestran cambios anormales en sus relaciones con otros elementos ;isula -
res; en algunos casos la alteracidén fundamental se manifiesta como un-
transtorno de comportamiento celular. Un ejemplo de esta situacidn es la
presencia de tejido tiroideo histolégicamente normal en pleno parénquima-
pulmonar, en forma de un nddulo metastdsico., En este caso, las célulés
han adquirido un grado tal de autonomia que son capaces de establecersé,
sobrevivir, dividirse y hasta llevar a cabo sus funciones especializadas-
{sintesis y secresién de hormonas tiroideas, para el ejemplo mencionado)-

en el seno de un tejido extrafio.

El otro extremo de la variacidén histolégica de 1és“ﬁe6ﬁiasias es -
la ‘anaplasia marcada en que las célulasvpierden todos ;ﬁéléaracteres‘dis~
tintivos y adoptan una morfologia redondeada 0 f@sifd}mé;COQpletumcnte14-
inespecifica. Esta pérdida de la difcrcnciacién,celﬁiéf se acompafia ade-

mis de la pérdida de la arquitectura histoldgica.



1.3.2 ALTERAGIONES EN MEMBRANA PLASMATICA.

En la éélulaitumorai la parte mis afectada es la membrané plasﬁéti
ca. Por ejemplo, las células tumorales muchas veces contiénen queratina-
inmunoreactiva y pueden ser diferenciadas de tumores no epiteliales; los
rabdomiosarcomas contienen mioglobina por lo que pueden ser diferenciados
de otros tumores de tejido blando; las neoplasias cerebrales tienen su —-
origen en las células gliales, las cuales contienen proteinas fibrosas de
dcido glidlico pof lo que pueden ser distinguidas de aquéllas que no tie-
nen su origen en células gliales; y tumores mesenquimatosos, los cuales -
contienen vimentina, puedgn ser diferenciados de los tuﬁores no-mesenqui-
matosos pues carecen de espé:proteina. Estos son algunos ejemplos de di-~
ferencias entre distintas células tumorales. La diferencia entre células

normales y tumorales es avin mayor (80).

Todos estos cambios en la membrana plasmitica, visualizados desde-
un punto de vista estructural, se reflejan en la ausencia de uniones celu
lares o bien, disminucién en su nimero. Estas uniones sirven para mante-
ner la estructura tisular y para la comunicacién metabdlica y nerviosa. -
Entre este tipo de uniones se encuentran los desmosomas, conexones y unio
nes firmes (7, 98, 104), siendo estas ililtimas las que disminuyen en nime~

Iro.

Estudios cuantitativos en las uniones firmes de distintos tipos de

carcinomas de cuello uterino han demostrado que mientras cl epitelio cer-
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vical normal tiene diez uniones firmes por célula en la zoha‘intérmedia -
mas diferenciada, entre células tumorales hay menos de una unién firme —-
por célula. A manera de comparacidn, en los epitelios normales ﬁero no -~
neopldsicos (p. ej. metaplaéia epidermoide), el nimero de uniones firmes-
por célula es igual al normal. Respecto a la forma, es muy frecuente que
los elementos tumorales adopten varias formas y tamafios diversos, como lo
son las células gigantes y multinucleadas que se observan en el esputo de

sujetos con carcinoma broquiolo-alveolar.

Como se menciond anteriormente, las alteraciones producidas en la-
membrana de una célula tumoral son varias. Estas se reflejan esencialmen
te en la pérdida de la adhesividad celular y de la inhibicién por contac-

to, asi como alteraciones inmunolégicas.

1.3.2.1 ADHESIVIDAD CELULAR.

Normalmente la mayoria de las células no migran ¢ invaden tejidos-
sanos; las excepciones son linfocitos, leucocitos polimorfonucleares, ma
créfagos y otros elementos méviles. Aunque durante la morgogénesis exis-
te migracidén de distintas células, cuando termina el desarrollo del indi-

viduo, los distintos elementos que lo constituyen ya han establecido rela

ciones de contacto de cardcter permanente. La observacién de que las cé-
lulas tumorales muestran mayor movilidad que las normales (in vitro), ha
sugerido que es precisamente su movilidad lo que explica la invasién de -

tejidos vecinos.
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1.3:2.2 INHIBICION POR CONTACTO. -

Cuinéo se cultivan fibroblastos o células epiﬁeliales eh ﬁgdios Sé
Lidos, laé ¢élvulas se desplazan y tienen gran actividad en la membrana.VA
Tal actividad se caracteriza por la aparicidén de microfilamentos en tbda-
la ﬁeriferia de la célula (109), aunque predominan en el drea correspén ~
diente a la direccidén del desplazamiento. Cuando las membranas de dos cé
lulas se ponen en contacto, la formacidén de microfilamentos cesa brusca -
mente v las células dejan de desplazarse, aunque las porciones ‘de las mem
branas alejadas de la zoﬁa de contacto con otros elementos del mismo cul-~
tivo continian su movimiento. Este proceso se conoce cémo “iphibicién ——
por contacto del movimiento celular® (70, 71}. Algunos glucolipidos tie~

nen un papel muy importante en este proceso (37, 38).

La importancia de esta inhibicidn por contacto estriba en que las
células tumorales no la muestran. El proceso se ha relacionado con la ca
pacidad de las células tumorales para diseminarse, invadiendo tejidos ve-

cinos y formando ndédulos secundarios o distantes del tumor primario (me -

tiastasis).

Otro proceso clésiéamente relacionado con la membrana celular es -
la inhibicidn por contacto de la multiplicacién: cuando la monocapa celu
lar de un cultivo en medio sélido se aproxima a la confluencia total, hay
una disminucién rdpida de la sintesis de ADN, ARN y proteinas, lo que se

traduce en ausencia de multiplicacidén celular.
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" 'Si el cultivo es de células tumorales la inhibicién acto -

no bcurre,~de,manéra que 1os nuevos clementos empiezan a ac
encima de otros, produciende un ecultive con varias capas de

ta observacidn se interpreta como un equivalente de'lo

organismo, donde las células normales detienen su crecimi legar ' a
cierta densidad de poblacidn, mientras que lascélulas tumorales contl --

nfan multiplicdndose indefinidémeﬁﬁe[(7Q,V7IJ

2.  PRUEBAS DE LABORATORIO PARA EL DIAGNOSTICO:Y EVALUACION DE TUMORES -

HUMANOS.

Las pruebas de laboratorio que ﬁueden emplearse en el estudio del
cédncer son varias, Con los avances en la investigacidn inmunolégica es -
tas pruebas estdn pasando por cambios constantes, sobre todo eon la presen
te década (por ejemplo, el estudic de las interleucinas y algunas otras -
sustancias es a partir de la presente década). La caracterizacién mds de
tallada de las células tumorales con respecto a detalles inmunoldgicos cs
tdn aportando nuevos datos para una mejor evaluacidn de la respuesta inmu
ne en el estado tumoral. Sin embargoe, dadas las caracteristicas de esta
tesis, nos restringiremos a mencionar a aquéllas pruebas que son emplea -
das en un laboratorio clinico. Estas pruebas pueden scrvir bdsicamente -
para ayuda en el diagnéstico de tumores humanos, evaluacién del estado in

mune del paciente con cdncer y como ayuda en la seleccidn y control de la

terapia.
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Enseguida se mencionan ciertos aspectos generale

bas mencionadas.

2.1 DETECCION DE ANTICUERPOS HUMORALES Y ANTIGENOS ASOCIADOS' AL ‘TU-

MOR.

'El principio bisico para la medicién’de.#ﬁticuerpoélcirédlaﬁtes -
contra células tumorales es la medicién de la interacciénrde las inmuno -
globulinas del suero con el tumor del paciente o un componente especifico
Pueden ser empleadas diferentes pruebas para la deteccidn de antigenos tu
morales. Los antigenos circulantes se pueden detectar por técnicas inmu-
noquimicas estdndar como la doble difusién, el radioinmuncensayo y en ge-
neral, por la técnica ELISA. Los antigenos que se encuentran en tejido -
tumoral y no son liberados en cantidades apreciables en la sangre, pueden
ser detectados mis cominmente por medio de las siguientes pruebas: a) -
pruebas de citotoxicidad; b) prueba de inhibicién de formacidén de colo -

nias; c)} pruebas de inmunofluorescencia; y d) microscopia electrdénica.

a} Pruebas de Citotoxicidad. En presencia de complemento los an-
ticuerpos reaccionan con la superficie de la célula tumoral y de -
esta manera causan lisis. Las reacciones citotdxicas pueden ser -
medidas por la habilidad de las células viables para impedir que -
ciertos colorantes penetren al citoplasma. También se puede efec-
tuar esta prucba marcando las células con cromo radicactivo y al -

liberarse .éste, una vez que se ha llevado a cabo la reaccién cito-
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en la deteccién’de anticuerpos. tumoral

yafiedad de tumorés.§31_

tivamente sencillo,

c) Inhibicién del Crecimiento de Células Tumorales o‘Eormacién de
Colonias. Muchos tumores humanos pueden desarrollaréc en cultivos
de tejidos y tienen la habilidad de formas colonias.- Los linfoci-
tos sensibilizados inhibirdn la formacidén de colonias. El método-
ha-sido empleado para detectar inmunidad humoral y celular,:hncia-

el tunor (52),

ﬂ) “Microscopia Electrénica. Aunque ia microscopia electrénied no
es precisamente un implemento al alcance de un laboratorio ordina-
rio, no por ésto‘deja de tener una utilidad excelente para locali~
zar el sitio de reaccidn antigeno—anticuerpo en la membrana celu-
lar o ¢en clvcitoplaémé. Es comﬁn emplear anticuerpos marcados con

una enzima.



27

2,2 EVALUACION DE REACCIONES INMUNES HEbIADAS’POR CELULAS. -

bkLos linfocitos—T ‘tienen un papel importante en la inmunidad celu -
lar contra las células tumorales. Los linfocitos-T tienen receptores es-
pecificos que interaccionan con el antigeno tumoral y pueden estar invo-
lucrados directa o indirectamente con la destruccidn de células que ten -
.gan antigenos tumorales. Las células tumorales pueden ser destruidas por
contacto inmediato con un linfocito sensibilizado que lleva receptores es
pecificos (aunque los linfocitos-T no producen anticuerpos, los adquieren
por absorcién y probablemente son complejos inmunes unidos a receptores -
Ig fraccidén Fc. Estas fracciones si las produce el linfocito T). El lin
focito sensibilizado puede interaccionar a su vez con el antigeno libre o
unido a la superficie, y asi producir un gran ntmero de factores solubles

mediadores en la respuesta inmune.

Bisicamente se pueden clasificar en cince las pruebas para evaluar
las reacciones inmunes mediadas por células en los procesos tumorales, —-
pues son las mds importantes. A continuacién se hace una breve descrip ~

cidén de las mismas.

a) Reacciones de Hipersensiblidad Retardada. Estas reacciones -
han sido observadas después de la inoculacidén intradérmica de anti
genos tumorales autdlogos, como el del melanoma, linfoma de Bur -~
kitt, leucemia aguda, fibrosarcoma y carcinoma d¢ seno (22). La -

evaluacidén de esta prueba es dificil y es preferible cviluar de -~
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otra forma los:mecanismos de inmunidad celular.:

b) :Pruebas de Transformacién de Linfocitos. La transfprmacién de
liﬁfocitos _:L_n vitro por antigenos ha sido aplicada al estudio de -
glioblastomas, leucemias, cdncer de seno, y algunos otros tumores.
Al igual que la prueba anterior, es .poco su uso debido.a que pre -

senta poca especificidad.

¢) Prueba de Inhibicién de Formacidn de Colonias. ~En estc método
se mide la habilidad de las células tumorales para dividirse y for
mar colonias. El método ha sido empleado para detectar inmunidad-

celular especifica hacia el tumor.

d) Prueba de Ensayo Citotdxico en Placa. Cuando los linfocitos -
son puestos sobre un drea de un cultivo de tejidos de células tumo
rales, forman una placa. Los linfocitos sensibilizados causardn -
destruccidén focal de las células tumorales en el punto de aplica -
cién (52). El procedimiento se ha empleado para estudiar algunos-

tumores como el carcinoma postnasal.

e) 1Inhibicidén de la Migracién de Macréfagos. Cuando los linfoci-
tos sensibilizados son expuestos a antigenos tumorales se produce~
el factor de inhibicidén de la migracidn. Esta prueba ha sido em -
pleada para detectar la inmunidad ceclular en casos de pacientes —-
con cincer de seno, y puede emplearse también para estudiar una am

plia variedad de tumeres.
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2.3 MARCADORES TUMORALES.

Los marcadores tumorales pueden ser definidos como aquellas sustan

cias que son producidas por tumores y que cuando se encuentran presentes-

en la circulacién sanguinea en cantidades significativas pueden indicar -

la presencia de enfermedades neoplisicas (27).

En la tabla I se dan algu

nos ejemplos de marcadores tumorales (se exluye el antigeno carcinoembris

nico que seri tratado mis adelante).

TABLA I. EJEMPLOS DE MARCADORES INVOLUCRADOS.

EN EL ESTUDIO DE TUMORES HUMANOS. - g

LOCALIZACION
DEL TUMOR.

MARCADOR TUMORAL

'REFERENCIAS

Tracto gastro-
intestinal.

Tracto genito-
urinario.

Tiroides -

Fosfatasa alcalina Regan (FAR), antigeno
tisular polipeptidico (TPA), pseudouridi
na, alfaj-fetoproteina (AFP), sulfogluco
proteina fetal (FSA); sustancias de gru-
pos sanguineos, antigeno carbohidrato —-
19-9 (CA 19-9), elastasa, lipido unido a
deido sidlico (LBSA), etc.

AFP, FAR, antigeno carbohidrato 12-5 (CA
12-5), sustancia similar al antigeno-T,-
fosfatasa dcida prostdtica, prolactina,-
antigeno NB/70K, hormona beta-gonadotro-
pina caridnica, etc.

Calcitonina

80, 81, 90,
111.

27, 80, 90,
100

10, 84
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Los altos niveles de esos marcadores tumorales en ia éiryglacfénr—
puedeﬁ ser debidos a: a) produccién inapropiada, como ocurre ébn ;é&‘an-
tigenos oncofetales (antigeno carcincembridnico, alfa—fetophof@ihé) & Hog
monas ectdpicas (beta-gonadotropina caridnica, adrenocortiéo?fbﬁiﬁg); b)
accesibilidad incrementada a la circulacidén, como en elzcigplde7ig qufa—
tasa dcida prostdtica; & c¢) necrosis celular y liberacién dgi-ponfenido—
de la célula tumoral en la circulacidn, como en‘elréééo;ﬂé;lééﬁsepdouridi

na.

No todas las sustancias utilizadas como marcadores tumorales deben
ser antigenos asociados al tumor. Como ejemplo puede citarse la pseudou-
"ridina. Esta sustancia es un producto de degradacién del ARN de transfe-
rencia; su determinacidén se puede efectuar por medio de la cromatografia-

liquida de alta resolucidn, HPLC (81).

El uso mds significativo de los marcadores tumorales es su aplica-
cién en el manejo clinico del paciente con cdncer. Sin embargo, la apli-
cacidén exitosa en el monitoreo de pacientes para la deteccidn temprana de
recurrencia y progresién al tumor, o para evaluar los efectos de la tera-
pia utilizada, requiere de un conocimiento profundo de la produccién y me
tabolismo de esas sustancias. Desafortunadamente este tipo de informa --
cidén no siempre se conoce, ni aun para los marcadores mds estudiados, y -
debe ser obtenida de la experiencia clinica con el marcador analizado. ~
Puesto que el antigeno carcinoembriénico (CEA) es ¢l marcador tumoral mids

empleado y por ser el tema de este trabajo, sc describe detalladamente en
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el siguieﬁ§¢ §ﬁntb.f 
3. ANTIGENO CARCINOEMBRIONICO (CEA).

El antigeno carcinoembridnico (CEA) es una glucoproteina presente-
en varios adenocarcinomas y en el intestino fetal; de ahi su nombre. Fué
descrito originalmente por Gold y Freedman en 1965 (35). Cuando este an-
tigeno fue detectado en sangre de pacientes con adenocarcinomas, inmedia-
tamente se reconocié su poteﬁcial como una prueba en el estudio del cdn -

cer.

El CEA es un antigeno que bisicamente se encuentra en la membrana-~
celular de donde es liberado a la circulacién, aunque también es localiza
do en pequefias cantidades en el citoplasma (18, 31, 80, 83, 111, 115). Se
ha propuesto que la sintesis del CEA es el resultado de un proceso de des
diferenciacién desrepresiva de los genes fetales normales en las células-
tumorales, de tal manera gque varios genes pueden codificar para distintas
moléculas con diferentes determinantes antigénicas del CEA y que esos ge-

nes pueden ser controlados individualmente (83).

En tejidos tumorales mantenidos in vitre las células continian pro
duciendo CEA, lo cual es un hecho que puede permitir la aclaracién del —-
significado bioldégico, asi como el modo de sintesis del CEA. Con la ayu-
da de cultivos celulares se ha logrado establecer que la etapa en que se

acentita la produccidn de CEA corresponde a la fase estacionaria de creci-
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miento, mlcntras que ‘la

1b§fdci§n3§el'GEAl(éi”espéciofiﬁtqrcelulgf)!otu—

rre en 1a fase 1a (18

En cuanto al metabollsmo del CEA se conoce poco, pero hay cv1den -

cias que sugleren que el CEA es metabollzado por el hlgado (64, 90)

3.1 DISTRIBUCION DEL CEA EN TEJIDO NORMAL Y DANADO.

EL CEA tiene una distribucién amplia en:el cuerpo. en:l granjmayd-..

ria de individuos. ~Se ha detectado en extractos de tejiddé; orina sali-

va, jugo gastrlco, lavado colénico, heces y suerc de personas normales, -

sin . embargo, su concentracidn es siempre baja (77, 83, 118)

En paqieqtes con enfermedades inflamatorias y pectorales, padeci -
mientos‘hepéticéé‘(cirrosis, hepatitis, congestién), colitis ulcerativa;-
en pacienteé ﬁonrfalla renal y cardiaca y en algunos tumores benignos -—
(57, 77, 83, 118), el valor del CEA del suero puede alcanzar concentra -
ciones ligeramente elevadas (con base en un valor de referencia), aunque-
generalmente mds bajas que en pacientes con adenocarcinoma metastdsico. -
En personas fumadoras también se prescntan pequeflas elevaciones en el ni-

vel del CEA.

3.2 DISTRIBUCION DEL CEA EN ADENOCARCINOMAS DEL TRACTO GASTROINTES-

TINAL (GI).

Durante los (ltimos treinta afios pricticamente no ha habido cam —-



bios en 1# mpféalidédréor édenocarcinomas.dﬁl tracto gastrointestinal = -~
(traqtoidisli'pesar del avance en grah atmero de disciplinas enfocadas a
resolver este problema (81, 86). Resultan particularmente problemdticos-
los casos en que aun después de una reseccién del tumor continida el desa-
rrollﬁ tumoral. Si esa recurrencia em la enfermedad pudiera detectarse -
temﬁranamente, habia la posibilidad de una cirugia adicional para la com~

pleta curacidn.

Desde que Cold y Freedman caracterizaron el adenocarcinoma céléni—
co se indicd que el 97% de todoes los pacientes tenian niveles maydres -de
2.5 ng/mi (111 ), Reportes en los posteriores dieciséis aﬁos han demos -
trado que esta cifra ne es tan alta, pero no es menor del 60% (12, 64,79,
81, 86, 107, 118). Esta positividad (mis de 2.5 ng/ml) es menor en las —
primeras-etapas del desarrollo tumoral y mayor en la etapa metastdsica. -

En este (ltimo caso la positividad sobrepasa el 90% de los casos.

Dentro del estudio de adenocarcinomas del tracto GI y su relacién-
con los niveles del CEA, el adenocarcinoma colorectal es el mds apliamen-
te estudiado, pues es en este caso en el que mis se ha visto concordancia
entre el nivel del CEA y el estadio de la enfermedad, asi como con el tra
tamiento de la misma. En efecto, Wanebo y col. (:07) han encontrade que
la medicién preoperatoria del CEA ayuda en la informacién prondstica de -
pacientes con cdncer resectable Bukes B y C (ver tabla II}. Los resulta-

dos sugieren que los niveles preoperatorios pueden ser’empleados para di-
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vidir a Iosfpaéiédtes'eh7giﬁbosidé alto:y baj

presenta  en otroS—siﬁiosidel'tract' GI
Un ejemplo claro de:ésto es'elvcéhél__ﬁaigééﬁfiéqr_
CEA se encuentra elevado (mis de 2.5 ng/ml) en mis -del’50% de

(79).

‘Jos casos

TABLA IT. RELACION DEL CEA Y ESTADO DEL TUMOR
EN PACIENTES CON CANCER COLORECTAL +

ESTADO DEL NUMERO DE CASOS CON CEA MA- CASOS CON CEA MA-
TUMOR PACIENTES YOR DE 2.5 ng/ml  YOR DE 10.0 ng/ml
Lesiones colé-

nicas benignas 47 . 10 (21%) -- -

Dukes A ++ 58 16 (28%) -

Dukes B (51) y .

Dukes C (63) 114 70 (61%). 27 ( 9%)

Dukes D kI 26 (84%) 19-(61%)
Recurrente o

netastdsico 155 125 (81%) 96 (62%)

+ Modificado de Wanebo y col. (107).

++ La clasificacién original de Dukes del cdncer colorectal comprende --
tres estadios; el cuarto se agregd posteriormente. A: cdncer invasi-
vo confinado a la pared intestinal sin haber penetrado la muscularis;
B: cidncer extendido a través de la muscularis (en recto o colon); C:~
cdncer metastdsico en nddulos linfdticos; D: cdncer que ha perforado,
con sembrado peritoneal, extensidn a otros drganos, metistasis al hi-
gado, o céncer primario no-resectable.
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En otro de los érganos del tracto GI, en el pdncreas, se pueden -
presentar varios tipos de cidncer. Horie y col. (51) han estudiado uno de
ellos, el carcinoma acinar y ha encontrado que en el cincer bien diferen-
ciado la correspondencia con los niveles del CEA es menor que la existen-
te con cdncer pancredtico pobremente diferenciado. Sin embargo, en los -
demis tipos de cdncer pancredtico, sobre todo en el ductal (y hay que re-
cordar gue la mayoria de los tumores pancreiticos son de origen ductal) -~
(51) si se observa correspondencia con los niveles del CEA, segin lo re -
porta Zamcheck (118) y Satake y col. (87). EL primero de ellos ha encon-
trado ademds que el nivel del.CEA es positivo (mds de 2.5 ng/ml) mis fre-
cuentemente que cualquier‘dgia prueba, incluyendo series (rayos-X) de - -
tracto GI alto, duodenografias, arteriografia coeliacavy colangiografia -

transhepética percutdnea.

El estudio del CEA no se limita a la determinacidén de este antige-
no en sangre, sino también comprende el estudio inmunocitoquimico. La ~-
aplicacién de este tipo de estudios ha servido para correlacionar el CEA-
tisular con el estadio del tumor, y como una aplicacidén prdctica, para es
tablecer un prondstico (56, 114). Un ejemplo claro de ésto se presenta -
en el cidncer gdstrico en el que se ha encontrado que en mds del 50% de —-
los casos estd presente el CEA en tejidos obtenidos por biopsia y poste -
riormente tefiidos para CEA usando la técnica de la inmhnoperoxidasa; otro
ejemplo es en adenocarcinomas de endometrio y endocérvix (102). Sin em -
bargo, para otros tumores se ha demostrado que la tincidn para CEA no es-

tan alta y de hecho parece no haber relacidn entre tincidn y tumor (33, -
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76,99}, ~como sucede en adenocarclnomas del 1ntust1no delgado y prostata,

que son dos eJemplos claros. Per~1n (76) hace notar que esto‘

tos como lesiones "invisibles" y muchas de las veces los carcinomas son -

descubiertos solamente durantc el examen microscépico. Asi, el énélisis—
inmunocitoquimico para CEA es limitado y se debe bdsicamente a que el and
lisis se efectia con una minima parte de tejido y, considerando la hetero
geneidad del tumor (23, 111), la muestra no es tan representativa, pues -
dentro de un mismo tejido tumoral el CEA es sintetizado por algunas célu-
las y por otras no. Este problema en la falta de relacién no se presenta
cuando el CEA es determinado en sangre, pues en este fluido el antigeno -

se encuentra homogéneamente distribuido.
3.3 PRESENCIA DEL CEA EN VARIOS TUMORES. :

la produccién del CEA se presenta en tejidos cancerosos de diver -
sos Organos ademds de los del tracto GI (ver tabla III). Se han encontra
do niveles de CEA aumentados en el suero de pacientes con cdncer de Seno,
de tracto genitourinario y respiratorio; en cdncer de tiroides y glandu -
las salivales; en neuroblastoma, sarcoma osteogénico, lecucemia y enferme-

dad de Hodking (10, 14, 27, 31, 67, 68, 72, 80, 84, 87, 92, 99, 100).

La relacién de niveles de CEA y estadio de enfermedad cs buena so-

bre todo en cdncer pulmonar y de seno; en neuroblastoma la corresponden-~
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cia es del 100%. Ehilos'demésﬁtiﬁds deuéén¢é§ ld”féiaéiéﬁ eﬁiﬁala'o defi

nitivamente es inexistente. .-

" TABLA' III:  DISTRIBUCTON DEL CEA + .

© NUMERO © 7 " VALORDECEA - ®
DECASOS: /0.2 3 ng/ml mis de 3 ng/ml

PERSONAS SANAS -

No-fumadoras, . QT : T.:ﬁ_ Ve
Fumadores JB3 1%
Total

BT

CARCINOMA ++

Colorectal 484 49% o 51%
Pulmonar 206 47% 53%
Gdstrico T Y 40% 54%
De seno 191 ' 73% | 27%
Pancreas 44 488 52%
De ovario 158 - 79% 21%
Uterino 44 . 66% 34%
Otros 180 63% 374

ENFERMEDADES NO MALIGNAS N o
Cirrosis hepitica 22 . 329" ‘ 68%

Colitis ulcerativa 25 Sl 929 8%
Diverticulitis 47 - 70% 30%
Pélipos rectales 39 ‘ 8774 13%
Otros tumores benig- o

nos (no de seno) 51 86% 14%
Otros 560 76% 24%

+ Modificado de "Procedimiento CEA-EIA" (79).

++ La frecuencia de positividad de los niveles del CEA es significati-
vamente mis baja en pacientes con no-evidencia de enfermedad activa,
comparados -con:aguéllos con enfermedad activa.
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Los adenocar01nomas de 1a cav1dad pleural se han eSCudlndo hac1en—

do la comparac1on entre la concentrac1on del CEA de 1a§ efu51ones pleura-
les y la del suero, para dlferenclar entre carcinoma epltbllal Y no eplte
lial (p. ej.) para diferenciar entre un adenocarcinoma Y un mesotgl;oma,-
encontrandose que sélo en los carcinomas epiteliales es dondé se ¢n¢uen,~
tra elevado el CEA, tanto en la efusién pleurgl como en él’suero;.ademés,
en los pacientes con algin tumor que involucre el ‘espacio pleura; ia iélg
cién (cociente) CEA del fluido pleural/CEA del suero es mayor dé'};oréﬁme

la mayoria de los casos (21, 50).-

3.4 CARACTERISTICAS QUIMiGAS bEL CEA.

El CEA es una glucoproteina soluble en dcido perclérico 1 mol/L, -
tiene una movilidad beta-electroforética, un coeficiente de sedimentacidn
\ de 7.a 8 S, y un peso molecular entre 180,000 y 200,000 (2, 58, 59, 79, -
80). EL procedimiento para la obtencién del CEA consiste en la homﬁgeni—
zacidn del tejido tumoral (de colon humano generalmente) con una solucidn
amortiguadora, extraccién con dcido perclérico, y posteriormente la puri-
ficacién. Esta es la parte mds variable con respecto a la forma en que -
la llevan a cabo los diferentes laboratorios. El extracto rico en CEA es
absorbido con suero anti-NCA (el NCA es un antigeno que da reactividad --
cruzada con el CEA). Con este procedimiento el extracto de CEA ya.no con
tiene NCA y posteriormente se ﬁurifica por cromatografias repctidnsréﬁ -

Sepharosa-Concanavalina A (Sepharosa-Con A), Sephadex G—ZOO Sophauryl

$-200. La columna de Sepharosa-Con A sec cmplea al principlo y'a
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de la pufifié&gién. ’Una véi:q;é‘Se éfeétﬁa'el procedimienfo anterior; se
analiza‘la puréza del CEA, caéi invariablemente de la siguiente fqrm#ilel
CEA obtéﬁido eé adsorbido en suerc anti-CEA previamente purificado’en el
laboratorio (o bien, del abastecido por alguna compafifa como DAKd)iy el -
inmunoprecipitado resultante es analizado por electroforgsis §n_gél de -

acrilamida-dodecil sulfonato de sodio (SDS PAGE) (58,159);

La cantidad de carbohidrato de prepéradiones de CEA varia entre 50
y 60%. La composicién de aminodcidos de diferentes preparaciones de CEA-
es muy similar. Este antigeno es rico en dcido glutdmico y aspirtico y -

serina (59).

El CEA es un solo péptido con muchas cadenaé de oligosacdridos uni
dos por medio de enlaces N-glucosidicos a los residuos de asparagina. Sin
embargo, no puede descartarse que contenga algunos oligosacdridos unidos-
al péptido por medio de enlaces con el oxigeno (enlaces O-acil y 0-metil},
aunque este tipo de enlaces alin no ha sido demostrado en preparaciones pu

rificadas de CEA (58).

Algunas inve§tigacione5gindican que la parte de carbohidratos po -
see alguna actividad antigénica (54, 69); sin embargo, se considera que -
los mayores inmunodete;minanfes del CEA residen en la parte proteica (6,-
54, 58). Kuroki y col.'han encoqtrado que tres de las principales deter-

minantes antigénicas del CEA estin presentes en la parte protcica.
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Es importante sefialar que la mayoria de los investigadores han --

coincidido en afirmar que hay'varia§;mdlééu1as de CEA
quienes las han clasificado como.CEA—i
la molécula de CEA es heterogénea (8

neidad no afecta sustancialmente los ensayos del:CEA (ver mis. adelante, -

punto 3.6).

Varios iﬁvestigadores han identificado CEA y antigenos parecidos -
en una gran variedad de tejidos tumorales y normales, incluyendo los teji
dos dos del tracto GI normal (5, 34, 80, 99). Los antigenos de tejido --
normal que dan reactividad cruzada con el CEA fueron reportados por prime
ra vez en 1972, Posteriormente han aparecido al menos diez casos de anti
genos que dan reactividad cruzada, y han sido encontrados en tejido nor'-
mal y neopldsico. Aproximadamente la mitad de esos antigenos son donsidg
rados ahora como idénticos (por criterio inmunoquimico), y sc¢ les ha 1la-
mado NCA+ (59). Este antigeno es el mis importante de los que dan reacti

vidad cruzada con el CEA, pues es el que la presenta en mayor grado.

Las propiedades fisicas y quimicas del grupo de antigenos pareci -
dos al NCA es variable, por lo que pueden estar incluidas en este grupo -

diferentes especies. Los pesos moleculares estimados de estas moléculas

+ Del inglés "Néhsw'Cifichrpssrgeaqfiﬁg‘Antigénﬂ.
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;- COMPARACION DE LA COMPOSICION -
~ QUIMICA ENTRE NCA Y CEA,

AMINOACIDO N PORCIENTO MOLAR
U T NCA t+t ‘CEA

14.7
8.6
10.3

" Ac.aspirtice

Serina

- “Ac. Glutdmico
~Prolina
Glicina

“Alanina
Cisteina
Valina
Metioninattt
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Lisina
Histidina
Arginina

CARBOHIDRATO

PORCIENTO EN:PESO

Manosa s 01007 5
Fucosa o 2.8 7
Galactosa . 0.7 10.
N-Ac. Galactosamina - 10.7 . 26.
Ac. sidlico no determinado 2

7

2

Aminodc. totales 74.3 47.
Carbohid. totales 24.9 52.

+ Modificado de Laferté y Krantz (59}.
++ Esta molécula de PM 50,000 corresponde In-
munoquimicamente a varios antigenos llama-
dos NCA.
+++ E1 NCA no contiene metionina. La presen -
cia de este aminodcido en algunas prepara-

ciones de NCA es debida a material copuri-
ficado (2).
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son de alredédor‘dé 50;600 (5; 59) f‘dévloo,OOO a’ 120,000 én}otﬁos casos-
(5, 80). - El contenido de carbohidratos del grupo de antigenosbpaféeidos—
al NCA es de alrededor del 25%, comparado con el 60% 6 ﬁenoé del CEA, lo
que indica que las moléculas de NCA también tienen cadenas compléjas de -
oligosacdridos (5, 59). La composicién de aminodcidos es también ﬁareci-
da, pero hay una diferencia notable: el NCA no contiene metionina (2). En
la tabla IV se presenta una comparacién mids detallada entre la composi ~-

“cisién del CEA"y el NCA.

- ’La.reactividad cruzada del NCA y CEA es aparentemente por medio de
una inmuhéqlgus;ﬁgfhero en un radioinmunoensayo e inmunoensayo enzimitico

dicha actividad es minima o despreciable (25, 62).
3.5 UTILIDAD CLINICA DEL CEA.

rAhtes'de evaluar la utilidad de las mediciones del CEA, debemos en
tender el contexto en que se da esta prueba. El CEA es un marcador tumo-
ral y de éstos hay varios; el andlisis de los marcadores tumora1e§ es una
de las pruebas de laboratorio‘empleadas para evaluar un estado tumoral, -
pero hay otras que se utilizan con el mismo fin. Ademds, existen.otro ti
po de estudios para examinar al paciente (p. ej. endoscopias, ultra§pho -
grafias, etc.). Cuando se dispone de todos los resultados es cuéndo réqi ’

mente se puede evaluar exitosamente un proceso tumoral,

El CEA es el marcador tumoral mis ampliamente gsédol




ces su utllldad se velllmltada, con‘bastante frecuencia se¢ -ha comprobado-

su utllldad

©'3.5.1 'CEA Y DIAGNOSTICO DE CANCER.

Dentro de las llmltn01ones para utilizar la determinacidén del CEA-
con flnes de dlagnostlco temprano de cdncer endodermal, se tienen lo si -

guientes hallazgos:

'{1)‘ No todos los pacientes con cdncer tienen valores de CEA eleva-
dos (10, 27, 80, 84, 90, 100). En general, se ha descrito que sé-
lo el 50-60% de pacientes con adenocarcinomas del tracto GI, de se
no y de pulmén presentan valores elevados (79). Debido a esta res
triccidn, un resultado positivo para CEA no es la regla para afir-

mar que existe una enfermedad neopldsica (ver tabla III).

2) El aumento del nivel del CEA se observa mds frecuentemente en
pacientes con metdstasis que en aquéllos que no la preseptan toda-
via (27, 81). Por ejemplo, en el cdncer colorectal (107) el CEA -
presenta un aumento hasta que el cincer alcanza el estado a Dukes-

D, o lo pasa (ver tabla II), Es por ésto que no es adecuado el -~

uso del CEA para establecer un diagndstico temprano de cdncer.

3) Hay elevaciones del CEA en pacientes sin cdncer (81). Los re-~

sultados falsos-positivos se presentan en varias alteraciones be -
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"1n1gnas o 1nf1amator1as (ver tabla II), unqu“_las elev c1onus\

CEA no! exceden ‘cuatro o cinco veces el valor mas alto del interva-

lo de referen01a. En este tipo de desérdenes el nlvel dcl CEA prg,',

senta una caida cuando ha pasado la fase aguda de la enfermedad
un valor falso—positivo puede ser identificado algunas veces‘por f;”

este comportamiento. Un incremento significativo en los nlveles

del CEA y que continfia en aumento en determlnaclones serladas es -

altamente sugestivo de una enfermedad neopldsica (81)‘_. o

3.5.2 EL CEA EN LA DETECCION DE RECURRENCIA Y PROGRESION DEL TUMOR.

En primer lugar es necesario establecer el nivel del CEA para cada
paciente; los valores posteriores de este marcador seran interpretados -
con respecto a esta linea base original. Este tipo de acciones ayuda a -
distinguir un cambio significativo en el nivel del CEA. Este término --
"significativo" puede interpretarse de varias formas, por ejemplo, en 1la
evaluacidn del cdncer de seno se ha visto que son importantes las fluctua
ciones del cEA que exceden del 20%. También se ha reportado que dos cam-
bios consecutivos mayores del 12% han sido acompafiados por una respuesta-

clinica positiva (disminucién del CEA) o por progresién del tumor (aumen-

to del CEA). Este comportamiento se ha visto en pacientes con cdncer de
~seno. En cdncer del tracto GI se han considerado significativos los cam-
bios mayores del 35%. Otros investigadores consideran necesaria una eva-
luacidn mis profunda del paciente con cdncer de colon, con posibilidad de

cirugia, cuando cl nivel del CEA tenga un cambio que exceda el nivel ba -
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continuo que pu d con51st1r en anallsls mas frecuentes de CEA.

La frecuencia’ con que se efectiden los anallsls'e‘ algo que aun “no’

esta deflnldo -pues depende de varios factores como el tlpo'de tumor, esé‘

tado del‘pa01ente Y exper1enc1a que ‘se. tenga con este marcador

Uhréhéiisis atil en:las-determinaCibneé géfiadas dél CEA eS ¢l ;né :
lisis de la gréfiéa que resulta de relacionar tiempo de tratamiento de la
enfermedad con el nivel del CEA obtenido a lo largo de dicho tratamiento-
(ver figura I). Este es un método util para lograr establecer la diferen
cia entre una recurrencia local del tumor y metdstasis del mismo. Al res
pecto, varios investigadores han confirmado que un incremento rapido del
nivel del CEA esti mis estrechamente asociédo ¢on un proceso metastisico-
gue con unz recurrencia local, por lo que debe haber mucho cuidado en Ia
interpretacidn de la grdfica. A veces una elevacidn del nivel del CEA —-
puéde ser consecuencia de metdstasis y no debido precisamente a la presen

cia de una gran masa tumoral (27).

3.5.3 CEA Y RESPUESTA A LA TERAPIA.

El uso mis definido y por lo tanto mis practico del CEA es en la -
evaluacién de la eficacia de la terapid. En esta evaluacién también se -
pueden presentar algunos resultados falsos-negativos, pero hay gue subra-

yar que esta falta de concordancia es minima.
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“VARIACIONES DEL NIVEL DEL CEA DURANTE . EL
TIEMPO DE TRATAMIENTO DEL ADENOCARCINOMA

400

ng CEA/ml

ng CEA/qi!y-,~

o 48 T2 16
' "MESES ’

Ia. INCREMENTO DEL NIVEL DELCEA, ASOCIADO CON PRdGRESION DEL TUMOR + -
(cédncer de colon). En el mes 18 la laparatomia exploratoria reveld

metdstasis a los nédulos periadrticos. EL paciente murid en el mes
numero 20.

Ib. DISMINUCION DEL NIVEL DEL CEA, ASOCIADO CON UN TRATAMIENTO EFECTIVO.+
(cancer de colon). En el mes 18 se practica cirugia (hemicolectomia)
y para el mes 39 el paciente estd clinicamente sano.

Ic.  VARIACION FALSA-POSITIVA DEL CEA, ASOCIADA CON UNA ENFERMEDAD NO TUMO
RAL**+ (cdncer de seno). Entre 1os meses 11 y 14 la paciente presentd

una influenza Severa, siendo ésta la causa de la clevacién del nivel-
del CEA+++,

+ Ejemplos tomados de M.E.D. Com. (65).
++ Ejemplo tomado de Fritsche y col. (27).
+++ Deberd notarse que este aumento es "momentdneo" (3 mescs) comparado
con ¢l aumento constante durante un proceso metastdsico, como en -

los casos de las figuras Ia y Ib en los que el aumento continia du-
rante 18 meses.
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Un problema que se presenta algunas vecés eS la thencién de resul
tados falsos-negativos. Habitualmente ocufreﬂ cuando los pacientes estdn
respondiendo a la terapia: ain cuando no hay una completa remisién del .-
tumor, el nivel del CEA disminuye al valor original, cayendo incluso en -
el rango normal; la explicacidén a este hecho es que la masa tumoral se ha
reducido a un tamafio tal que ya no es capaz de producir cantidades signi-
ficativas de CEA. En otras ocasiones la masa tumoral puede ser bastante-
grande y clinicamente evidente y la razdn por la cual el nivel de CEA ha
disminuido estd en funcidén de la heterogeneidad del tumor (81);‘ésta pare
ce ser la base de los resul?ados falsos-negativos. Qtfazéﬁplicacién tie-
ne como base la sensibilidad (susceptibilid#d)aé ios di%efénfes tipos ce-

lulares al agente quimioterapéutico.

Cuando se usa el CEA para el monitoreo de pacientes después de una
cirugia, se recomienda que la determinacién de este marcador se:realicc -
de dos a cuatro semanas después de la cirugia. En pacientes a los que se
les ha resectado completamente su tumor gastrointestinal, el nivel del -
CEA vuelve a ser normal después de un periodo de dos a seis meses. Los —
valores postoperatorios dei CEA que contintian en aumento pueden ser debi—

dos a una incompleta reseccidn, recurrencia, o metdstasis del tumor.

Por Gltimo, las mediciones seriadas del CEA pueden ser indicadoras
para el cambio temprano de la terapia, interrumpiendo asi una terapia no

efectiva y evitando efectos tdéxicos innecesarios.
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Es necesario recalcar que en todos loé casos debg'éStableécfsc :cly
nivel basél para cada paciente. Este nivel es la referencia paré 1a in -
terpretaciénbde los resultados posteriores. Si el andlisis dél CEA va a
ser empleado como un monitor clinico de la enfermedad, la discrepancia —-
ocasional entre los dos métodos de anilisis indica que siempre hay que -
utilizar el mismo método; si es necesario cambiar de método de andlisis,-

se deberdn efectuar mediciones adicionales con el nuevo método (25).

A pesar de la buena correlacién entre los niveles del CEA y los -
cambios en el estado clinico del paciente, deberd recordarse que las deci
siones para cambiar o mantenef una terapia y efectuar o no una cirugia de
ben estar basadas en TODAS las evidencias y resultados disponibles, tanto
clinicas como del laboratorio. En este contexto, las mediciones del CEA

nos dan una confirmacidn excelente de datos (25, 81).

RESUMEN

La utilidad de las determinaciones del CEA debe evaluarse de acuer
do a las tres situaciones difereﬁtes previamente descritas: diagnéstico -
de cdncer, recurrencia y progresién del tumor, y respuesta a la terapia.-
En el diagndstico de cdncer la utilidad del CEA es prdcticamente nula,por
lo que este andlisis no debe emplearse como escrutinio para la deteccién-
de cdncer. En el diagnéstico de recurrencia (regresidén) y progresidn del

tumor, la utilidad es buena. Por dltimo, el mayor uso y beneficio de 1la

determinacidén del CEA es en el manejo terapéutico del paciente.
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3.6 FUNDAMENTO DE LOS METODOS DE ANALISIS DEL CEA.

Los metodos de ana1151s del CEA que mds se emplean son 1,_ad101n—l

munoensayo (RIA) y e1 1nmunoensayo enzimitico (EIA)

El fadioinmunoehsayo (RIA) es una técnica muy espedializéda con -
una amplia variedad de aplicaciones. Es rdpida, sensible y precisa. La
concentracién de un antigeno desconocido se determina midiendo su habili-
dad para competir con una cantidad fija de antigeno radiomarcado para una
cantidad limitante de anticuerpo. Este Gltimo puede estar inmovilizado o

en un soporte insoluble, o en solucidn.

El inmunoensayo enzimitico (EIA) que se emplea en la determinacién
del CEA es un sistema en fase sélida basado en el principio del "empareda
do". Este lo forman el soporte recubierto con anti-CEA, el CEA presente-
en la muestfa y suero anti-CEA conjugado con una enzima. Las caracteris-
ticas de este método y del RYA se resumen en la tabla V. El EIA que es -
el método de andlisis empleado para el presente trabajo, es expuesto deta

lladamente en el siguiente capitulo.

Tanto el RIA (de la compafila Hoffman-La Roche) como el EIA (de Ab-
bott Laboratories) son los mds empleados, pero no son los tnicos: hay --
otros equipos RIA como el de las compafiias DAKO (Dinamarca) y CIS-SORIN -
(Italia), asi como variedades de este andilisis como el ensayo inmunoradio

métrico, IRMA (105); el EIA también presenta una variacidén que es el in-
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munoensayc enzimatico

pos monoclonales’

En el pfeéen nte hacemos la comparaclon ntr Ael -

RIA de Roche y el IA, pues. son 1os de uso comin en el 1ab0rato~

rio clinico y por el uv son. los iinicos aprobados (Junto con el.”

RIA de Abbott, no evaluado en: este texto) por la Admlnlstrac1on d rAllmen f

tos y Drogas de los Estados,Unldos (U. S. Food and Drug Adm;nlstrat;on).  :

TABLA V. COMPARACION ENTRE RIA Y EIA

RIA EIA
(Roche) (Abbott)’

Suero o plasma 1.0 m1 0.5 ml

Extraccidén con dcido acetato de

perclérico sodio y calor

Didlisis o cromato

grafia en columna. + -
Reactivo marcado 1251~CEA CEA:peroxidasa
Separacién del com-

plejo Antigeno~-in- + -

ticuerpo.

Buracidén aproximada

del ensayo. ,j6nh6rasv
CV intraensayo * 9.0%,‘:
CV interensayo 9.2%
Sensibilidad 0.25 ng/ml - 0.25 ng/ml.

+ CV = coeficiente de variacién. Estos pardmetros co-
rresponden a las investigaciones de Maiolini y col.-
(62) y Fleisher y col. (25). El coeficiente de co -
rrelacién entre ambos métodos es de 0.95 y al igual-

que el CV se conserva hasta una concentracidén de CEA
de 1,000 ng/ml.
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En lo concerniente al estudio de los dos métodos, Fleisher y col.-
(25) han encontrado que hay una buena concordancia entre estos dos méto -
dos, por lo que no se puede afirmar que un método es mejor que otro. Se-
ha visto una buena concordancia que se refleja en los siguientes pardme -
tros: coeficiente de correlacién, r = 0.95; coeficiente dg variacién (CV)
intraensayo de 5.5% (RIA) y 9% (EIA), lo cual nos habla de una leve varia
cién (muy aceptable); finalmente, CV inferensayo de 12.5% y 9.2% para RIA

y EIA, respectivamente (25, 62).

Existen casos en que los resultados obtenidos por los dos métodos—
no concuerdan; especificamente, en los niveles de CEA osténidos de pacien
tes con éénceres de colon y pincreas. Es importante aclarar que esta fal
ta de concordancia resulta de comparar RIA vs. EIA y no nivel de CEA vs.-
estado del paciente, pues como se ha mencionado repetidamente, existe una
excelente relacidn entre el nivel del CEA y el estado del paciente en los

casos sefialados (cdncer de colon y pincreas).

La discrepancia seflalada es muy grande (21.3%) para considerarla -
error analitico. Una explicacién razonable a estas diferencias entre los
dos métodos es la heterogeneidad de las moléculas del CEA; este antigeno-
abarca una serie de glucoproteinas caracterizadas por varias relaciones -
carbohidrato/proteira, asi como diferencias en la composicidn de aminodci
dos, en los residuos de monosacdridos (particularmente contenido de dcido
sidlico), movilidad electroferética y reactividad cruzada (6,'8). Ade -

mds, se ha reportado heterogeneidad del CEA en preparaciones aisladas de
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tumores de diferente1§rigen ané;Smiéo, asi como.ééftﬁmorgs ééi mismo ti -
po, e inclusive dél‘mismo origen tisular. Hay e?idéﬁcias también de que
el uso de isétopos‘radioactivos pudiera afeétgr ciértas fracciones molecu
lares presenteé en”léé/preparaciones del CEA;jlo.cﬁai pudiera alterar -la.

reactividad cruzada‘del4CEA.

Si bieﬁihay"diferencias entre ambos métédos, éétas desapargéen al
empleaf‘soiamente uno de los métodos, pues la principal discrepancia pare
ce radicar en la identidad del antigeno usado en cada método, y ya ambos-
han sido comparados con un tercer antigeno, el Estdndar Internacional de

Referencia 73/601 (60}, demostrando una excelente correlacién (25, 62,88).
4. VALORES DE REFERENCIA.

La interpretacidn de los resultados obtenidos en el andlisis de al
guno de los componentes de una muestra bioldgica puede indicar un cambio,
una falta de cambib, o un potencial cambio en el estado de salud de un pa
ciente. Para que esta interpretacidén tenga validez, es necesario compa -
rar los resultados con algiin intérvalo de valores. Este intérvalo serd -

referido como "intérvalo de referencia'.

1

En el medio clinico un intérvalo de referencia generalmente se

construye para incluir el rango de valores encontrados en el 95% de una
poblacién de personas sanas. Desafortunadamente en ocasiones este intér-

valo se interpreta considerando solamente los limites inferior y superior
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sumicndo. que - &1

nas. La palabra "normal" ha sidQ'cohfundl
cién (Gaussiana} normal.

En la década pasada se cambiaron suétancialmente los conceptos so-
bre rango normal, as{ como de las bases matemdticas para la aplicacién de
los valores normales (15, 28, 43-48, 89, 112). Grasbeck’ introdujo el -
concepto de "valores de referencia" y recomenddé que fuera aliminado el --

término "valores normales".

Los valores de referencia pueden ser definidos como una Serie de -
valores de cbncentracién de un cierto analito™ obtenibles de un solo in
dividuo o un grupo de individuos correspondientes a una descripcién esta-
blecida. Esta descripcidn debe ser explicada en detalle. Para cada tipo
de analito serd necesaria una serie de grupos de referencia tomando en —-

consideracidén la edad, sexo, raza, dieta previa, etc..

+ Grasbeck, Cit por, Galen, R. S (28).
++ Sustancia o componente en una muestra para la cual se efectua el
andlisis; habitualmente el término "analito" es apllcado a un -
componente de una muestra bioldgica de un pacicnte,
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Elrpfoceéd pafa la obtencidn y carac#érizacién‘de 155 valores de -
referencid incluye los siguientes puntos; (l)ydefinicién de la poblacidn
de sujetds,;‘(zj seleccién de sujetos, (3) obtencién, procesamiento y ~
andlisis de la ﬁuestra, y (4) andlisis estadistico de los datos obteni -

dos.
4.1 DEFINICION DE LA POBLACION.

La comparacién entre un valor observado y los falofe5~de';eferen -
cia obtenidos de individuos de referencia es vdlida solamente si el indi—
viduo observado se asemeja suficientemente a los individuos de referencia
en todos los aspectos. Esta condicién es generalmente imposible\de cum -
plir completamente en la prdctica clinica. Sin embargo, la compatibili -
dad puede ser asegurada considerando todos los factores demograficos fd -
cilmente reconoéibles como sexo, edad, raza, etc., asi como factores geo-

grificos de la poblacidn estudiada.

Otro aspecto importante en la definicién de la poblacién es el ni-
vel de salud. Este deberd ser especificado claramente para determinar --
posteriormente qué individuos podrdn ser valorados clinicamente de acuer-

do a los valores de referencia obtenidos.
4.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

Una muestra de poblacidn de valores puede ser caracterizada esta -

disticamente por medio del promedio, la mediana, la moda, varios P-porcen
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tiles, varianza, des#iﬁciégiés}éaaérA nﬁéerq;ﬂc.diéfribucién; numero acu~
mulativo de distribucidn, v‘sr'f"r[;cn:‘;i‘é;):ci’eifnt'uﬁe'ro acuml.llativo de distribu ~
cidn. Una muestra de péblaéién'de valores pﬁede ser empleada para hacer-
inferencias acerca de la distribucién y los pardmetros de la poblacién to

tal de valores de la cual fué tomada.

Ademds de la adecuada seleccidén de la muestra de poblacidn, el pun
to mds importante para la obtencién de los valores de referencia es el de
determinar la forma de distribucién de los valores obtenidos. La cons --
truccidén de un histograma ayuda en esta determinacidn. Para algunos datos
el histograma tiene una forma parecida a una curva plana simétrica que es
aproximadamente Caussiana (ver Fig. II-A). Para otros datos la curva del
histograma puede exhibir un sesgo positivo o negativo (desviacién de la -
curva hacia la derecha o hacia la izquierda, respectivamente), o bien te-
ner un pico (curtosis) diferente del que caracteriza una distribucién Gau
ssiana. Tales datos deberdn ser tratados en forma diferente a aquéllos

que tienen o se .eproximan a una distribucién Gaussiana.

TABLA VI, TERMINOS Y SIMBOLOS EMPLEADQS EN ESTADISTICA
PARA CARACTERIZAR LOS VALORES OBTENIDOS.

TERMINOS Y SIMBOLOS POBLACION MUESTRA DE POBLACION
Nimero de observac. N n
s >
Promedio de valores = X5 s oL .
/M I x=( n 1Z=i Xi
2 1, <& 2 2 1 22
Varianza o = (’,{) Z {xi-pM) S = (;;I) Z(xi—x)
. S i-1
Desviacidn estdndar ch ' é o I\‘S2 I 68
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La distribucidén Gaussiana se refiere a un mecanismo probabilistico
hipotético que es aplicable solamente para poblaciones de un niimero infi-
nito de observaciones, para observaciones que son continuas, y para las -
que tedricamente pueden ser infinitamente grandes o infinitamente peque -
flas. En la prictica, el modelo Gaussidno puede ser muy Gtil en la mayo -
ria de los casos en que la poblacién es grande y finita, y la distribu —
cidén del nimero acumulativo de valores se aproxima a la distribucidn Gau-
ssiana. Este método no debe ser aplicaco ciegamente para todas las pobla
ciones. de valores de todos los analitos, sino que cada caso debe ser exa-
minado individualmente para demostrar que se apega razonablemente al mode
lo. Deberd recordarse que la integral (suma) de la densidad de probabili
dad sobre todos los posibles valores (esto es, de menos infinito a mds in
finito) es igual a uno. Asi, el drea total bajo la curva en la figura —-
I-A es igual a 1,000, y el drea delimitada por el eje-X, la curva y dos ~
lineas verticales cualesquiera, es igual a la probabilidad de que un valor
X caiga en dicha zona. EL drea comprendida entre las lineas verticales -
perpendiculares a los valores (M- o, 4+ O ) es 0.6826, esto es, 1la
probabilidad de que el valor X caiga en el rango del promedio + una des -
viacién estdndar; para (/.4 -20 , M + 20 ), la probabilidad es de 0.9554; y

para (u- 30, s+ 36), es de 0.9974.

Cuando los datos tienen una distribucién Gaussiana (normal), la -
distribucién del nimero acumulativo de valores deberd mostrar solamente -

desviaciones muy pequefias de las curvas mencionadas como ideales.



57

FIGURA II. FORMAS DIFERENTES EN QUE PUEDE REPRESENTARSE '
© 70 CRAFICAMENTE LA DISTRIBUCION CAUSSIANA (NORMAL). - .
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‘Todas las curvas muestran la distribucidn segin el modelo Gaussia-
no. La abscisa corrésponde a unidades de concentracidn.

La primera curva (A) representa la distribucién de probabilidad en
funcién de la frecuencia de valores. La curva de enmedio {B) describe la
distribucién acumulativa de probabilidad en papel grifico convensional. -
La iltima grifica (C) presenta la distribucién acumulativa de probabili -~
dad, graficada en papel de probabilidad.
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Si los datos no siguen una distribucién Caussiana pueden ser trans
formados empleando alguna de las siguientes relaciones: 1/x X, logx,~-
log {(x + C), donde C es una constante a determinar segiun los datos (44, -
45). Una vez transformados los datos, éstos son examinados para defermi—

nar si siguen una distribucién Gaussiana.

Para muchas de las pruebas estadisticas resulta necesario suponer-
que la poblacién tiene distribucién normal. Si es hormal, puede estimar
se el error que se comete al hacer deducciones o inferencias acerca de la
poblacién, funddndose en datos muestrales. A las pruebas estadisticas -

h‘ﬁgplicadas en el caso anterior se les llama pruebas paramétricas. Si la -
distribucidn no es normal, el error puede ser grando y no cabe estimarlo;
en consecuencia, es Util conocer algunas pruebas en las cuales no suele -
necesitarse una suposicidn acerca de la distribucién de la poblacidn; se
llaman pruebas no-paramétricas. En éstas se aplica un requisito menos es
tricto que la normalidad a la distribucién de la poblacién; en la actuali
dad, las pruebas no-paramétricas incluyen cualquier prueba en el que se -
utilizan datos categdricos u ordenados por rangos, siendo la estimacién -
de los P-porcentiles una de las mds recomendadas en la estadistica clini-
ca. Un estudio estadistico mds detallado estd lejos del alcance de esta

tésis, por lo que se remite al lector a la bibliografia especializada (3,

9, 15, 17, 28, 32, 43-48, 89, 94, 112).



59

CapfTuLo IV,  MaTERIAL v METODO,

1. MATERIAL.

A continuacidén se enlista el material empleado en la determinacidn

del CEA. La primera’'lista corresponde al equipo y reactivos que normal -

mente encontramos en un laboratorio y la segunda, al equipo y reactivos -

comerciales con los que se efectia el inmunoensayo enzimdtico.

1.1 EQUIPO NORMAL.

a)
b)
c)
d)

e)
)

g)

h)
1)
g
k)

Pipetas automiticas de 0.2, 0.3, 0.5y 1.0 ml

Bafio de agua a temperatura controlada (i iPC)‘

Agitador de tubos vortex

Bomba de vacio

Bomba de agua
Refrigerador

Parafilm "M"

Centrifuga clinica
Tubos de vidrio de 13 x 100
Jeringas desechables de 10 ml:

Puntas para pipeta automitica

Clinicon
Ridsa,
Clay Adams

Gast (MFG -
Corp.)

Gorman-Rupp
IEM

American Can
Co.

Solbat
Pyrex
Plastipak

Clinicon
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‘1) f?ipétéérvplumét§iéas?de 2 y 5 ml - Pyréxf

“1.2" ‘TQUIPD; REACTIVOS Y CARACTERISTICAS.

a) Bspectrofotémetro "Quantum IT". Este aparato es un analizador
que mide las Absorciones (Extinciones) de muestras liquidas-y convierte -
esas lecturas en valores analitices. Utiliza un microprocesador que auto

miticamente 1leva a cabo los cdlculos requeridos.

Cuando una celda que contiene una muestra determinada se coloca en
el Quantum II, wun rayo de lu£ pasa a través de ella y se llevan a cabo
varias 1ectura§ a dos longitudes de onda, unma prinéipal a 492 nm y otra -
secundaria a 600 nm. La principal estd localizada en la Absorcidn mdxima
del croméforo; la secundaria estd fuera del rango croméforo y se emplea -

para cancelar variaciones experimentales como imperfecciones en la celda.

El procesador de datos del Quantum I comprende dos unidades fun-
cionales: una Microcomputadora puesta permanentemente en el instrumento y
un Médulo de Memoria preprograma e intercambiable por otro. EL "software"
operacional para el control del instrumento y la conversidn de las lectu-
ras del espectrofotdmetro en diferencias de Absorcidn se localiza en el -
instrumento Quantum IX. E1 Mddulo de ﬂemoria es el que tiene la capaci -
dad de efectuar la completa reduccidn de datos para los diferentes andli-

sis.

b) Tubos desechables de plastico de 10 x 75 mm. La caracteristi-
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lizada,”

c):’"Péﬁpéwashﬂ.”

lavar cinco esferas a la'vez; arroja’agua.a presié

las empleadaé en pruebas de hemaglutinacién).
e) Acido clorhidrico 1.0 N.

f)  Esferas recubiertas con anticuerpos anti-CEA (cobayo) conserva
das en amortiguador TRIS con azida de sodio (0.1%). Las esferas son pelo
tas pequefias de pldstico (poliestireno) de aproximadamente 7 mm de didme-

tro y que han sido tratadas para adsorber anticuerpos en su superficie.

g) Conjugado de anti-CEA de cabra, y peroxidasa de rdbano (abre -
viado como conjugado anti~CEA: peroxidasa). La conéentracién minima de -
anticuerpo es de 0.05 microgramos/ml en amortiguador TRIS con estabiliza-
dor de proteinas y timerosal como conservador, Este conjugado es un éom—
puesto formado por dos entidades, un anticuerpo (anti-CEA) y una enzima -

(peroxidasa), unidas por medio de un enlace covalente.
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patrones se obtiene de cultivos de un

carcinoma de colon humano.

j) Amortiguador de,extfécéién

1; timerosal como conservador.

k) Tabletas de clorhidrato.de O-feniléndiamina (OPD). Las table-
tas se disuelven en un amortiguador de citrato y fosfatc que contiene ~-
0.02% de perdxido de hidrégeno. La concentracién final de OPD es de 2.56

mg/ml. BEsta solucidn de perdxido de hidrégeno y OPD corresponde a la so-’

lucién sustrato de la enzima.

2. METODO.

2.1 POBLACION Y SELECCION DE SUJETOS.

Las muestras de poblacidén fueron tomadas de personal que labora en
el Hospital "Dr. Juan Graham Casasus", sito en la Ciudad de Villahermosa,

capital del Estado de Tabasco.



63

CONDICIONES CLIMATOLOGICAS DE
_LAS' CIUDADES DE VILLAHERMOSA-

Y MEXICO.
e , DISTRITO
CARACTER;ST;Qééﬁ L VILLAHERMOSA FEDERAL.
CLIMA BN " Caluroso himedo con inten = ‘Templado. hiimedo con
Fo sas lluvias en verano * ~ ' Iluvias en verano'™
Localizacién = © 91°8'N, 18W .

19926'N, 99°7'W

Precipitacidn total
anual (mm)

Humedad relativa (%)

Oscilacién Media anual"f
de temperatura (°C)

Temperatura media
anual (°C)

Temperatura minima
extrema (°C)

Temperatura mixima
extrema (°C)

+ Clima Am, segﬁn Garcia (29). !
++ Clima Cw, segin Garcia (29).

Para caracterizar el sitio que ocupa la poblacidén de Villahermosa—
s menester describir las condiciones climiticas, aspecto muy importante-
al establecer valores de referencia. En la tabla VII se resumen estas --—
condiciones climidticas y, para darle mayor sentido, se comparan con las -

de la Ciudad de México, D. F.
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mentos. Esta lista se redujo posteriormente a 235;}pues~sélo.fucron*in‘-

cluidas las personas que reunieron.los siguientes’requisitos

a) Ser_oriundo'del Estado de Tabaso y ‘tener 4. afio
radicar en la Ciudad de Villahermosa. -

b) Tener edad entre 20 y 50 afios.

Vc) No ser fumador.

d) Estar clinicamente sano. Para satiéfgbéf‘éstevpeqﬁiéito basté
con constar que a la persona se le habia prac;;éédo su ‘exdmen~
médico semestral (este exdmen es obligatorio pbr parfe del Hos

pital y se realiza dos veces por afio), y en el momento del es-

tudio, no padecer enfermedad alguma.

e}, No estar tomando medicamentos.

Con estos requisitos se defineﬁ dos caracteres demogrificos, asi-
como el estado de salud de las personas seleccionadas..  La caracteriza.-~
cién completa de nuestra poblacidén de estudio estd dada por los requisi -
tos sefialados, asi como por las condiciones climaticas descritas pfevia -

mente en la tabla VII.

MUESTREO. El que se empled fue muestreo aleatorio (simple) sin reemplazo.

De la lista del personal seleccionado; nunerados del 1 al 235, se ecogic-
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ron las 44 personas para el estudio, ‘con lafayud@\de‘una tabla:de mime-

ros aleatorios.
2.2 OBTENCION, PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA MUESTRA.
2,2.1 COLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS.

Las cuarenta y cuatro muestras utilizadas para el anélisis‘corres;
pénden a personal del Hospital aparentemente sanos, no fumadores,rdéreda-
des entre 20 y 50 afios y, en el momento de la toma de muestras, estar en
ayunas. En todos los casos fueron colectados 7.0 ml de sangre en tubos -
de 13 x 100 y se separd el suero. Cuando el estudio fue realizado antes-
de que transcurrieran 24 horas, la muestra se conservé en el refrigerador
entre 2 y 8°C; en los casos en que el andlisis se realizd después de un -
lapso mayor, a las muestras (sueros) se les did el tratamiento con calor-
en amortiguador de extraccién (como se describe a continuacién) y el so--
brenadante se congelé hasta el dia del andlisis, en tubos de pldstico  ta-

pados con parafilm.

La extracéién del CEA se realizé mezclando una parte del suero con
dos partes (v/v) de amortiguador de extraccién, seguida de una agitacidn-
vigorosa en vortex. La mezcla se colocd en bafio de agua a 70+1°C durante
15 minutos + 1 minuto. Después de este tiempo se separd el precipitadq -
por medio de centfifugacién a 1,200 g durante 20 min.. El.sobbenadantc -

se utilizd en la determinacién.
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'LAS- MUESTRAS.

"se realizd

en conge1a01on._

2a, -Etapa: catorce dlas despues se volv1eron a aﬁallzar los so -
brenadantes de 1a serie A de sueros (dlez), asi como una nueva se—
rie B (diez). Los sueros de esta serie B fueron colectados en un -
lapso de 0 a 14 dias y tratados como se describid previamente., Se

empled el mismo equipo de reactivos para estas dos primeras etapas.

3a. Etapa: con un equipo nuevo de reactivos se analizd la serie-
C de sueros (veinticuatro), mismos que fueron colectados con 0 a -

14 dias de anticipacion.

2.2,3 ANALISIS DE LAS MUESTRAS (INMUNOENSAYO ENZIMATICO).

2.2.3.1 FUNDAMENTO DEL METODO.

El sistema de -inmunoensayo enzimitico del antigeno carcinoembridni

co (CEA-EIA) es un andlisis de una fase s6lida (esferas de pldstico), ba

sado en el principio del "emparedado". Esferas recubiertas con anti-CEA-
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dantes-de ‘las’'muestra

de cobayo son incubadas ccn’sobrena

p. ej.) tratadas con ncefato‘defsod{?}y;éél&f;;a§i com ‘pqﬁﬁ 1ésﬂ'y

estdndares apropiados. Durante ;sta‘ihcﬁbééiSﬁ_éi:CE present |
muestra se unc a la fase sélida. El matefial.resgﬁﬁfe;ﬁ'u
piracién del fluido y lavado de las esferas.::Suérg dgiiéfﬁétd n
conjugado con peroxidasa de rdbano es incuﬁa@q;gghibé esferas
gado no unido es removido por aépiracién:j:léé.perlasgson iayadas.é;Eﬁge-
guida las perlas (esferas) son ihquﬁédas b6hi15 §;1@c15b¥5ﬁ5£ré;d'dé'la>—k
enzima (perdxido de hidrdgeno y orto—feniléhdiamina'ZHCI) paradeséfroilar
un color el cual es una medida de ia cantidad del conjugado unido a dichas
esferas. La reaccidn enzimdtica es detenida por la adicién de dcido clor
hidrico 1N y la intensidad del color desarrollado es leida usando un es -
pectrofotémetro a una longitud de onda de 492 nm. La intensidad del color
formado por la reaccidn enzimitica es proporcional a la concentracién del

CEA en la muestra, dentro del rango de trabajo del ensayo. Graficando -

la concentracidn de los estdndares contra la Absorcién (Extincidén) se ob-

tiene una curva estdndar, a partir de la cual se pueden obtener las con -
centraciones de las muestras problema interpolando sus Extinciones (20, -

65, 79).

'2.2.3.2  DESARROLLO TECNICO.

Para el andlisis se utilizaron charolas con 20 pozos, en cada uno
de los cuales se colocaron 0.2 ml de los diferentes patrones, problemas y

‘un control, cada muestra por duplicado. Se les colocd una esfera recu -
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FIGURA Iif. INMUNOENSAYO ENZIMATICO. RESUMEN
: DEL PROCEDIMIENTO PARA CEA.

PREPARAR MUESTRAS Y ' 3
AMORTIGUADOR.- CENTRIFUGAR 10 MINUTOS &3]
INCUBAR EN BANO DE | A 1200 G. ;
AGUA 15 MINUTOS A

709C. L

EN CADA POZO DE LAS

CHAROLAS DE REACCION:

+ pipetear muestras o
estdndares.

+ colocar una esfera
recubierta con Anti-

INCUBAR EN BANO DE
AGUA 2 horas a 45°C.

LAVAR LAS ESFERAS
usando Pentawash o

CEA. equivalente.
AGREGAR CONJUGADO an— [ T i
ti-CEA: peroxidasa.
INCUBAR EN BANO DE | [RANSFERIR :gsarysgmms
AGUA 2 horas a 45°C '\ H—1 = ‘
LAVAR LAS ESFERAS. A

DESARROLLO DE COLOR: |
+ agregar solucidn sustrato de OPH-H202 or€
+ incubar 30 minutos a temperatura ambiente y al resguardo

de la luz.
+ detener la reaccién con HCL. ey

LEER EN EL QUANTUM II. Los resultados son calculados auto-
miticamente. R
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bierta con antl CEA y se lncubo durantc 120 m1nutos a una temperdtura do

45 + 1°C; durante la 1ncuhac10n

evaporaclqn. o

zé con un equlpo ("pentawash") que arroJa agua a:presidn:por: unos: orlfl'-

cios y al mismo tiempo hace vaclo por:otros.f

Una vez lavadas las esferas, se les"adicibnaton'0.2:m1 deun conju
gado de anti-CEA: peroxidasa y las muestras se incubaron nuevamente a 45

+ 1°C durante 120 minutos.

Cuando hubo terminada la segunda 1ncubaclon, se extraJo el 11qu1do‘:

‘residual.y las esferas fueron lavadas nuevamente con el "pcntawash"

Cada esfera se transfirid a un tubo de plastlco y se 1 ‘adlciono -

a cada una 0.3 ml de clorhidrato de 0-feniléndiamina soluclon rec1en pre-‘

parada, para su posterior incubacién a temperatura amblentgﬁy:al reSguar- :

do de la luz ‘durante 30 minutos.

Después de la tercera incubacién se le adicioné a cada tubo 2.0 ml
de dcido clorhidrico 1N y se midié 1la Absoréién(Extincién) en el espectro

fotémetro Quantum II, antes de 2 horas.
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Al mismo'tiehpo que'se analiiaron lés’muestras problema se analizé
un suero: control p051t1vo que propor01ona la m1sma casa comercial del - -
equlpo de reactlvos. Este andlisis SerlO como parte del Control de Call
dad; la otra parte la constltuyo el control que tiene el Quantum II sobre

los datos obtenldos (ver ensegulda)

©2:2.3.3 ‘PROCESAMIENTO DE DATOS.

El“ﬁro;e;aﬁo de datos lo realiza integramenée la memoria del apara
to Quantum II. De esta forma y siguiendo el érotocolo'de trabajo (figura
IV, pig. 71) se obtienen las Absorciones (Extinciones) y los pardmetros -
siguientes: 1) curva estindar ajustada por regresidén lineal; 2) obten -
cién de las concentraciones de CEA por interpolacién de las absorciones ~
de nuestros problemas en la curva estindar; 3) delta de Absorcién (A A)
a las dos longitudes de onda que "lee" el Quantum II, 492 y 600 nandme --

tros; y 4) coeficiente de variacidn.

Para que los datos anterlores los 1m r‘ a el ap‘

-nuestro- ensa-

yo debe cumplir con el protocolo de trabajo, y:lacurva téndér}tener -

una linearidad aceptable.

2.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

Los valores de.concentracién de CEA son tratados mediante :la prue-
ba "t" de Students, asumiendo que dichos valores presentan una distribu -
cién nomal o casi normal. El nivel de confianza para dicho intérvalo es

del 95%.
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FIGURA v, hmmcom DE TRABAJO PARA LA
0. . DETERMINACION DE CEA POR ETA.*

nan 1.i}"
CEA-EIA
PROTOCAL *

INST QHHEHT Pnkansran (5

L v e 0

2: gl 3.00

I+ PATH LENbTH e 00
0 10700

STANGARDS : , 0 EN e

4 HUMBER = : 78TO 0947 im0

5: REPLICATIOHS 2 3 5TD#4 - 9945 20000

STANDARD concsurnnrroue - o

g: S0 1 = 0.00 L

7: 8T 2 z 3.00 492+ 600

8: §I03 = 10.00 SR

3 sip 4 = 20.00 0. uo h280 00,50 0,75 1.0

¥ - T

HEAN ABSORBANCE

i6: 870 # = 4

17« HIHIMUN = 0.800
18: HAKINUN = 2.000
CONTROLS

27:  HUMBER = 1

28: REPLICATIONS = 2
29:  DILUTION FACTOR =

URKHOKNS
37: REFLICATIONS = 2 .
33:  DILUTION FACTOR =

* Los sasos del 1 al 38 son requisitos que hay que cumplir al efectuar el -
andlisis. En la segunda columna se muestran las lecturas de los estédnda——

res (abtenidas es uno do los andlisis), y la respectiva curva estdndar,
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Capituo Vo RE

1. CONCENTRACLONES OBTENIDAS DE CEA. -

En la faﬁia.VfII sé'present;n todos ios'datos défébnééﬁ;facibnes -
de CEA, asi como dos Aeilos cardcteres demogré?icos de:nuestr; mu;stra de
poblacidn, la edad y el sexo.  En la dltima columna de la tabla se ha in-
cluido un andilisis estadistico, el coeficiente de variacidn, mismo que se

rd tratado mds adelante (punto 3);.su inclusién en esta tabla obedece tan

solo a fines prdcticos.

Para el cdlculo déiiiﬁtervélo de referencia se trabajé solamente -
" con 41 de los 44 datos, ‘esto es, sé eliminaron 3 datos. Uno de éstos co-
rresponde a un vlor muy’eleQédo (muestra No. 4) y los otros sencillamente
corresponden a los vélores més bajo y mds alto de los 43 datos restantes-

(muestfas No. 18 y 33).

En la tabla IX se presentan los datos ordenados de acuerdo a la-
frecuencia con que se presentan en cada uno de los seis intervalos de mag

nitud de 1 ng/ml cada uno.

2, SENSIBILIDAD.

En la figura IV (pdg. 71)‘s§_mue5ﬁré‘ei protocolo.de trabajo ‘para
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CON

CENTRACION DE CEA OBTENIDA
VARIACION INTRAENSAYO.

NUMERO
DE

MUESTRA

Epap. "
(ANOS) 'S

“CONC,: DE CEA " (ng/ml)

““EN- ANALISIS POR DUPLICADO
“IANALISIS 1 ANALISIS 2

CEA

VARIACION

PROMEDIO . INTRAENSAYO

{ng/ml).

= (%.CV)

N RN DD OB B B3 M e e b e ek ek e kbt

=T R - T N A

28
25
25
g

k 1.38 . 1.30
3T
4917

R R

4

5{]”'f(contin&a).
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. CONCENTRACION DE CEA OBTENIDA
Y VARIACION INTRAENSAYO. o

“7CONC." DE CEA - .(ng/ml)" ~. ~* CEA" VARIACION®
EN ANALISIS POR DUPLICADO . ‘ PROMEDIO ~ INTRAENSAYQ
ANALISIS 1 ~ ANALISIS 2 (ng/ml) .- (B CV) .~ -

‘NUMERO
DE
MUESTRA

EDAD ..
(ANos) - SEX0*:

26 4
27 .30
28 45
29 45
30 /
3t
32
33
I 4 3
36 25 M 4 930,30
¥ W

8 26 2N
39 21 F 5. 11,79
40 28 F .83 45.96
4 28 : TRy
42 28 ¢
43 36 - F
44 36

206

+ M = masculino; F'='feménino:
Edad promedio = - 30.8 afios::
% CV promedio = 6.5 %




" TABLA IX." DISTRIBUCION DE'LAS CONCENTRACIONES DE CEA
7 0. EN UNA POBLACION APARENTEMENTE SANA.

i

INTERVALG -
" (ng/ml)"

. FRECUENCTA _CONCENTRACION DE CEA

FRECUENCIA RELATIVA (%) OBTENIDA (ng/ml)

0.1 a5 0T g6 ©0.00, 0.15, 0.27, 0.3,
o o 0.55, 0.55, 0.61, 0.64;
0.73; 0.73, 0.84, 0.8, -

Prome'dio: 11.‘8\‘01 ng/ml;: ' Desviacidn eé_tﬁhda:é"1".'457‘hg"”/m1'-
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traccién.
3. . REPRODUCIBILIDAD

La'reﬁrSHucibilidad del ensayo estd medida en funcién de las varig

ciones intra- e interemsayo. Estas variaciones son expresadas como coefi

TABLA X.  VARTACION INTERENSAYO
EN EL ANALISIS DEL CEA

NUMERO PRIMER SEGUNDO VARTACION
L UE ANALISIS ANALISIS*  INTERENSAYO
MUESTRA (ng/ml). (ng/ml). (% )+
1 1.3t 1.34 1.60
2 3.64 3.55 1.77
3 4.37 4.66 . 4i54
4 9.46 944 0.5
5 0.0 o8
b 186 . o 1085
h7 1.40 13007 524
8 1.58 105300 2,28
9 0.16 0.15 4.56

+ El segundo andlisis se efectud 14 dias después
del primero; las muestras son las mismas.

o % CV promedio = 2.6



7

cientes de variacié stran en las iltimas columnas de las ta

blas,Vliiﬁ(chintraensayd “(CV. interensayo) . L

En'esté'éstydiSfld;Aéoeflcleﬁtes de variécién fueron computado§ -
por el Quantum II (CV =:——§——'),‘0bteniéndose los siguientes resultados:
OV intraensayo = 6.5 % (va%or promedio obtenido de los datos de la tabla-
VIII). Al comparar los resultadés obtenidos en determinaciones‘realiza,-'

das con catorce dias de diferencia con las mismas primeras diez muestras-

(tabla X), el CV interensayo = 2.6% (valor promedio).

4. RETENCION DE ACTIVIDAD DE CEA EN EXTRACTOS DE SUERCS.

En la tabla X se describen los valores obtenidos para las mismas -

muestras en determinaciones realizadas con catorce dias de diferencia.

La muestra con CV mayor es la No. 7, cuya diferencia en concentra-
cién de CEA es 0.1 ng/ml, de tal manera que‘la variacién durante el tiem-

po es

[+

.1

[
=

x 100 = 7.1%/14 dias, o bién, 0.51%/dia

Como se puede observar, 0.51% de CEA es la variacidn (disminucién)

midxima obtenida por cada dia de almacenamiento del extracto de suero.

5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

Antes de empezar la exposicidn estadistica' y para hacerla mis - -
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transparente, deberd notarse que el orden a seguir es el pfesenfado en cl
punto 4.2 del capitulo de generalidades, esto es: - (a) tener los dafos'ng
cesarios para poder efectuar las gréficas como en la figura II; (b) gra~

ficar las tres diferentes curbas y analizar su d15tr1buc1on; (c) calcular

el intervalo de confianza y las respectlvas medldas de dlspe ’1

rias para tal fin.

Como se verd mis adelante en las gréficas, los valores dewﬁoncen -
tracién de CEA de nuestra muestra de poblacién no tiemen una distribucién
normal (Gaussiana). Ante esto, se efectuaron una serie de transformacio-
nes de datos, 1/X, log (X + C) y Uii donde X es igual a la concentracién
de CEA. $6lo loS datos transformados mediante el logaritmo y raiz cuadra
da se apegaron adecuadamente el modelo Caussiano, como se observa en las
figurasiv, VI y VII. Se escogié solamente la transformacidén logaritmica-
pues es la mds apegada a la distribucidén normal. De aqui en adelante nos

referiremos a dicha distribucién como "log-normal".

En la tabla XI se presentan los datos de concentracién de CEA y --
los datos transformados, asi como las frecuencias. Estos elementos son -
los empleados para elaborar las grdficas VI y VII. Para las grdficas V-A

y V-B se emplean los datos de las tablas IX y XII, respectivamente.

La tabla XTI contiene los elementos necesarios para elaborar una -
nueva grafica de distribucidén de frecuencias. Se construyeron seis intér
valos, al igual que como se hizo con los valores originales, partiendo de

los datos de la tabla XI.




9

LAS  FRACCIONRS ACUMULATIVAS - =
DATOS LOG-TRANSFORMADOS. +

- ' DATOS"

" TRANSFORMADOS

1°g()'+ C)H+ .

{contintia )
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TABLA'XI.  DISTRIBUCION DE LAS FRACCIONES ACUMULATLVAS
(conclusién) DE DATOS DE CEA Y DATOS LOG-TRANSFORMADOSY

CONCENTRACION: (T {FRECUENCIA FRACCION DE DATOS

DE CEA -~ _FRECUENCIA ACUMULATIVA. LA FRECUENCIA  TRANSFORMADOS
(ng/ml)tr "0 ~ ACUMULATIVA log (x. + C)+++

265 o1 % © 0.829 0.57
343 1 35 0.854 . 0.66

3.55 1 36 0.878 .. - 0.67

P e

1, ; 39 l L .“‘ *

41 0.85

+:7X'= concentracién de CEA en ng/ml; C = constante = 1.1
¥+ Promedio de los valores de x = 1,80; desviacidn estindar, s = 1.45
+++ Promedio de los valores log (x + 1.1} = 0.42; desviacién estdndar,
s = 0,20

La constante C = 1.1 equivale aproximadamente al valor minimo utili
zable para obtener un dato positivo después de la transformacién.

TABLA XII. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE
VALORES DE CEA LOG-TRANSFORMADOS

: FRECUENC 1A
INTERVALO+ FREGUENCIA ot oon (&)
0.00 - 0.15 4 9.76
0.15 - 0.30 10 24.39
0.30 - 0.45 11 26.83
0.45 - 0.60 9 21.54
0.60 - 0.75 3 7.34
0.75 - 0.90 4 9.76

+ Intérvalos elaborados a partir de los da-
tos de la tabla XI. -



FIGURA V.
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Esta figura representa los datos de las tablas IX y XIT. Las
graficas A y B muestran la distribucién de frecuencias (esto

es, el vumero de personas que tienen el valor establecido) de
los 41 valores de CEA. ©En la abscisa de la segunda curva (B)
se tienen los valores de CEA log-transformados. Nétese como
(A} se desvia considerablemente del modelo Gaussiano, en tan-
to que (B) estd muy préxima a dicho modelo.
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FIGURA VI. Esta figura representa los resultados mostrados en la tabla -
. IX. Ambas curvas muestran la correspondiente distribucidn de
la fraccidén de la frecuencia acumulativa. En la abscisa de -

la segunda curva (B) se tienen los valores de CEA log-trans -

formados. Notese como (B) estd muy préxima al modelo Gaussia

no (comparar con figura II). -




I |
203004
 ] g CEA/ml

FIGURA VII. En papel grdfico de probabilidad sc describe la distri-
bucidn de la fraccién de la frecuencia acumulativa de -
valores. La linea recta describe la distribucién de --
probabilidad acumulativa (Caussiana). En la abscisa de
la curva (B) se tienen los valores de CEA log-transfor-
mados. Note como en (A) muchos de los valores se desvian
de la distribucién normal, en tanto que en (B) la dis -
tribucidén es prdacticamente normal.
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5.1 COEFICIENTE DE CORRELACION.

El coeficiente de correlacion’r nos ‘a'una medlda del grad

cada punto (x, y) de una graflca cae:ex ccamente ‘en una li 'a

do el coef101ente es de 1, O 51gn1f1ca que todos los™ puntos en

caen exactamente en ella. ‘L elaclon para calcular r es-

‘ f_,,;»sgey'!(zg)'(zy)
R [Coeh

Para: curva de la figura VII-A el coeficignfé‘Qe;éggrp ci

es igual gi:’_’:jif,
. (35) (1772.14) - (61.8)(1798. 6) S
| \[ [(35)(172 7) -(61. 8)2][(35)(98802 99) - (1798. 6)
"0 9366

|
(l

Y para‘l£ curvé de la figura VII-B ?Sﬁyt:irﬂ o
(35)(834.67) - (14.51)(1798.6) ~
V(351 (7.28) - (14507 ) ([ (35)(98802.99) - (1788.6)%)

0.9914

e I
[

5.2 DESVIAGION ESTANDAR.

La desviacidn estdndar para una muestra de poblacidn estd definida’

como




5.3 INTERVALO DE REFERENCIA.

Teniendo como antecedentes los resultados previos, el intervalo de
confianza es el calculado a partir de los datos log-transformados y me ~—
" diante una distribucién t. La relacién para este cilculo es X + ts, don

de t es la puntuacidn de la distribucién tfcqrrespondientél Para.un . ni-

vel de confianza del 95% y n =A4i;: ':240211}-:El intepvaio célculado -

es:

Pasando estosfdatos'16g—tranéfqrmadps Sflas‘uhidddéEforiginales, -
el intervalo queda asi:

deJ‘b ka .5.48 ng/ml
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Por ltimo, en la tabla XIII se presentan los pardmetros estadisti

cos finalesque resultaron de nuestro estudio.

TABLA XIII. ESTUDIO DE LOS VALORES DE REFERENCIA PARA .-
' CEA EN UNA POBLACTON APARENTEMENTE SANA. =~ '

Nimero de muestras
fPromedio (ng/ml)

- ‘Desviacién estindar (ng/ml) . 7

Valores de referencia (ng/ml);
CV intraensayo (%)
CV. interensayo (%)
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Capfruro VI, SCUSTGN.

EL CEA'é$ el marcador mis aﬁpliamente usado, pues‘se‘ha comprobado
su utilidad. Sin embargo, muchas de las veces el andlisis del CEA es so-
liﬁitado inapropiadamente: en casos donde es de poca utilidad su determi
nacién (deteccidn de cdncer), en situaciones donde no se da una ~buena-
concordancia CEA-enfermedad (sobre todo en tumores diferentes de los - del
tracto GI, genitourinario y respiratorio). Ademis, en el transcurso de
un proceso canceroso a menudo ya no se solicita este andlisis. Evidente-
mente este dltimo hecho estd tan equivocado como el de considerar el estu
dio del CEA como prueba de escrutinio para detectar cdncer: como ya Se -
detectd cdncer en el enfermo, se piensa (erréneamente) que ya no es nece

saria la determinacién del CEA.

Una vez hechas las consideraciones anteriores, es necesario sefia
lar los casos en los que la determinacidén del CEA es muy dtil: en detec-
cién de la recurrencia (reincidencia) y progresién del tumor, y en la res
puesta a la terapia. En cuanto al primer, caso existen muchisimas eviden
cias que nos indican que aquéllos pueden ser detectados ain antes de que
se manifiesten clinicamente; de aqui el valor del andlisis del CEA. Para-

que las variaciones en el nivel del CEA puedan valorarse objetivamente, -

es necesario analizar la pendiente de la curva que resulta de graficar --
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concentracién*aé CEA -vs, tigmpodetratamiento‘del adénocércinoma (ver tex
to y figura II). El anéliﬁis de esta curva es también de gran utilidnd -
para gvaluar la respuesta a la terapia, pues como hemos visto, la,perapia
puede ser cambiada o ser mds agresiva dependiendo de la concentracidén de
CEA encontrada, pues este marcador tumoral nos puede dar bastante informg
cién acerca del tumor: si disminuye o aumenta su masa, si se estd disehi
nando (metdstasis), o si hay recurrencia aun después de una reseccidn. -
Ciertamenﬁe? esta clase de datos a veces no son claros, pero en la mayo -
ria de los -casos 1aé variaciones en la concentracién de CEA, acompafiadas-

de resultados de otros estudios, tienden a darnos dicha informacién.

De lo anterior y de lo expuesto previamente en otro capitulo se -
desprende lo siguiente, con respecto a la evaluacién del estado tumoral:
(a) el andlisis del CEA es muy 0til en muchos casos, y lo es tanto (y a
veces superior) al mayor de los otros métodos; (b) los costos de monito-
reo del CEA son baratos comparativamente, o bien tan caros como los de --
los métodos mis baratos. Es por estas razones que definitivamente ha de
tomarse muy seriamente el manejo de este marcador tumoral, para lo cual -
los investigadores consideran necesario realizar un protocolo de trabéjo—
para cada paciente, mismo que incluird andlisis seriados de CEA (tantos ~
como necesarios, aun cuando fuera por afios) y andlisis de la curva que -
resulta de graficar concentracidn de CEA vs. tiempo. Cada variable del -
protocolo dependerd del estado del paciente, naturaleza y estadio del tu

mor.



En cuanto a resultado punto a:tra’

tar es, indiscutiblemente atos obtenidos;

es algo primordiaI Buégﬂdelgqﬁéiluylepend¢ élﬁihtérvalo;dg ;eférendiﬁ;

Las curvas (B) de las figufas v, VI }'ViI nos muestran que existe-
una distribucidén normal (Caussiana) o casi nérmal cuando transformamos ;—
los datos mediante la relacién log (x + C). Esta normalidad se aprecia -
mis claramente en las figuras V-B y VII-B. La primera de ellas es el ti-
po de distribucién mds ampliamente usado; es un histograma en el que se -
aprecia un sesgo ligeramente positivo, pero que definitivamente puede en
cuadrarse como una distribucidn normal., En el histograma realizado con -
los datos originales se observa claramenée que la curva V-A tiene una dis
tribucién no-normal, pues tiene un sesgo bastante positivo (curva desvia-
da hacia la derecha). Con respecto a la curva VIII-B, ésta es prictica -
mente una recta: el coeficiente de correlacién r es de 0.991, Este es -~
el otro punto por el que puede afirmarse que los datos log-transformados-
tienen una distribucién normal (o casi normal), por lo que dichos datos -
pueden emplearse para calcular el intervalo de referencia por medio de mé
todos paramétricos (Caussianos). Seguramente, si n fuera mucho mis gran-
de, la distribucién seria normal, aunque este es un punto a tratar en - -

otra investigacién.

El método empleado para calcular el intervalo de referencia es por

medio de una distribucién t, pues en nuestro caso existe una distribucién

normal o casi normal y n es pequeiia.
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Una vez que se confirmé la normalidad de los datos log-transforma
dos, el intervalo de confianza del 95% comprende de 0.0 hasta 5.5 ng CEA
/ml.  Este es un intervalo con rango acorde a otros repqrtédos previamen~

te, como se puede apreciar en la tabla XIV.

Otro de los puntos a tratar en_este-trabajo es evaluar elsinmunoeﬂ
sayo enzimitico empleado. Demostramos la utilidad de este equipo CEA-EIA,

como una prueba que:-reune:las caracteristicas ’adecuadas para ser utiliza-

do con confianza.

A diferencia de otros'métodos, el protocolo de trabajo seguido co-
rrectamente, permite obtenér iqs resultadoé sin necesidad de cdlculos -—-
adicionales. Aun cuando se tiene la desventaja de que el espectrofotdme-
tro utilizado (Quantwm II), al computar las Absorciones (Extinciones) de
estindares y muestras podria rechazar el estudio cuando no se cumplen los
requisitos de calidad adecuados, un desarrollo de la prueba, limpio, asi

como material en buenas condiciones, conduce a un éxito seguro.

Fué necesario valorar algunos pardmetros adicionales quu‘indicaran
reproducibilidad en las condiciones de trabajo disponibles en el sitio de
desarrollo del estudio: debido a que la determinacidn del CEA no es un -
estudio que se realiza con frecuencia, es necesario almacenar las mues --
tras durante varios dias, por lo-cual es necesrio demostrar que no sec al-

tera el valor de CEA con el tiempo. El estudio comparativo de 10 muestras
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. TABLA XIV. VALORES DE REFERENCIA PARA CEA
" 771000 EN DIFERENTES POBLACIONES.

REFE -~ 7o _ CEA VALORES DE RE
REN- ~ ~  POBLACION N%'E“S";’RR‘SE PROMEDIO FERENCIA., =
_CIA e (ng/m1) (rig/ml1)
49 Nancy; Francia 1020 1.53 0 .a 3.8
62 Nancy, Francia - 1020 . _‘1;26 S ‘ . a_i4.l
25 N.Y., EUA 53 2.5 ) a6
222F 1,94 )72 5.0
74 México, D. F. 96+ . .8.06" aT12.0%
-~ Villahermosa, Tab.** 41 1.53 0 a 5.5

+ Muestras analizadas por RIA® todas las demds por EIA.

++ La poblacién incluye sélo no-fumadores; las demds incluyen fuma
dores y no-fumadores.

+++ En el momento de obtener los datos alin no se terminaba por com-
pleto el andlisis de los mismos, por lo que este intervalo mo -
es definitivo, pere si muy aproximado.

(tabla X) indica que no existe una variacidn considerable, ya que tan so-
lo existe una variacién de 0.51%/dia de almacenamiento, resultado acorde-

a lo encontrado bor Maiolini y col. (62).

La reprodﬁcibilidad (o precisioén) del ensayo es buena. Estd medi-
da como CV, siendo 6.5% y 2.6% los CV intra- ¢ interensayo, respectivamen

te. Estos resultados son mids que aceptable y lo que se quiere decir con

ellos es que si se analiza una muestra dos o mis veces (el mismo dia o --

unos dias después) los resultados serdn parecidos.



los reportados prev1amente por otros 1nvest1gadores

Como se apre01a en el titulo de esta te51s, 1a lnvestlgaclon reali
zada ha de servir como una introduccidn a1 estudio del CEA aqui se esta-
blecieron los valores de referencia para CEA, pero sélo para una pobla -«
cidn aparentemente sana, no~-fumadora. Estudios posteriores deberdn in -- -
cluir a la poblacién fumadora y ain mds, la correlacién existente entre -
CEA y diversos tumores, sobre todo en los del tracto gastrointestinal,res
piratorio y genitourinario. Estos son sélo algunos ejemplos de lo que --
puede estudiarse, enfocando todo, desde luego, a estudiar (y mediatamen-

te eliminar) el cdncer.

Ya para finalizar y refiriéndonos al método de andlisis del CEA, -
las perspectivas para majorarlo son buenas.” Es posible que la especifici
dad del andlisis pudiera ser mayor mediante el uso de anticuerpos monoclo

nales* contra subpoblaciones de CEA, pues éstas aparentcmente existen (6,

+ Desde fines del afio pasado estd disponible en el mercado nacional el --
equipo CEA-MEIA, el cual dispone de anticuerpos monoclonales. No se em-
pled este equipo pues ya se habia iniciado el estudio con el equipo con
vencional CEA-EIA, el cual emplea anticuerpos policlonales.
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8, 11). Otro p051b1e maJoraml ntoiconsistiria en“el'desarrollo de

noensayo enz1matlco con:dostanticuerpos:monoclonales, como

chegger y col.“(8

En adlclon a lo men 1onad‘ el d@i 0:CEAZEIA tiene-

las siguientes ventajas: (a) facll y,fl x1b 'Cadé enSayo ne

cesita sélo el minimo de maneJo, en partlcular, “s pasos “de lavado semi-

automatizados permiten realizar decenas de pruebas en un dfa. Sin embar-

go, uno debe poner mucha atencion para*evitar‘errqres en<identifiCar “las

muestras cuando éstas se transfleren a la, esferas de p111est1reno. Tam -

bién es muy 1mportante sellar las charo as’ d eacc1on para ev1tar evapo-

racién, especialmente del conjugado a . cual’ pudlera 1n1c1ar una absor -

cidn 1nespec1f1ca en las superf1c1es de:’las esferas y subsecuentemente in
crementar las lecturas,

zada en seis hqras.)A
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Ceefro VII,  Co NCL us:

Cualquier interpretacién sobre la vélidez.de la determinacion dél
CEA debe hacerse, en primer lugar, entendiendo el contexto en que se da -
este anéli;is: el CEA es un marcador tumoral, es mas empleado, pero hay -
otros mds; hay pruebas que son realizadas fuera del laboratorio clinico -
que también son empleadas en el estudio del.céncer. Una buena evaluacién
del paciente serd llevada a cabo cuando sean estudiadas en su conjunto to
dos los resultados de las diferentes pruebas, asi como de la cvaluacidn ~

clinica.

En el diagndstico del cdncer el uso del CEA es limitadd, por lo -
que no debe emplearse como prueba de escrupinio para tal fin; sin embargo,
la determinacién del CEA resulpa muy (til durante el tratamiento de la ég
fermedad: el CEA nos da mucha informacién acerca del comportamiento del

tumor y del estadio tumoral.

Hay escepticismo en algunos investigadores sobre la importancia de
la determinacidén del CEA; escepticismo que estd en funcidn de contar con
un andlisis que realmente evalile por si solo un estado tumoral. Sin em -
bargo, cabe preguntarse ;qué andlisis de laboratorio o fuera de él tiene-

tal caracteristica? La respuesta es directa: ninguna. Por esta razén y



95..

en base a lo descrito a lo largo de esta tesis, en antigeno carcinoembrié
nico constituye una excelente aportacidén al conjunto total de andlisis —-
efectuados en personas que padecen cdncer, e incluso hay algunos casos en
que la sola determinacidn del CEA pudiera hacer variar la terapia o efec-
tuar una cirugia.

El haber establecido el valor de referencia para el CEA en la- po-
blacién estudiada ha de permitir una mejor interpretacién de las variacio
nes de los niveles del CEA que pudieran presentarse en las personas con -

cancer.

Por dltimo, se ha demostrado que el Inmunoensayo Enzimitico que se
empled en la presente tesis reune las caracteristicas necesarias que lo -

califican como un muy buen método de andlisis.
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