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I. RESUMEN

Hasta hoy la identificacion y sobrevida del carcinoma de células transicionales de
la vejiga urinaria se ha evaluado macroscopica y microscopicamente. Este
carcinoma tiene una gran vanabilidad en su evolucion natural y en el prondstico.
Es por eso que se ha mejorado la identificacion y aplicacion de marcadores
moleculares para su diagnostico. La citologia esta limitada por su baja sensibilidad
yporlaexpemndadeiexamnadormrentrasquelaastoscopiaylamobgla
urinaria siguen siendo consideradas los estudios por excelencia. La deteccion de
Fibronectina Oncofetal en orina puede ser un marcador Gtil en la deteccion del
carcinoma vesical y sus recumencias. Muchas muertes por carcinoma vesical
pueden ser prevenidas mediante la deteccion temprana de nuevos tumores y/o
vigilancia de recurrencias.

Objetivo: Evaluar la eficacia de la Fibronectina oncofetal urinaria como prueba de
deteccién de cancer vesical,

Diseifio: Estudio clinico, observacional, prospectivo, transversal.

Método: Se recolectaron muestras de orina en 38 pacientes. Ocho con tumor
vesical, previo a reseccion transuretral; 10 con crecimiento prostatico; 10 con
litiasis urinaria y 10 pacientes sin patologia. La deteccion de fibronectina oncofetal
fue con técnica de inmunensayo, en la que se utiliza un anticuerpo monocional
denominado FDC-6, patentado por Adeza Biomedical Corporation, el cual va
dirigido contra el segmento III-CS de la region variable de la molécula de
Fibronectina Onco-fetal.

Resultados Sesenta y ocho por ciento de los pacientes fueron masculinos y 32%
femeninos. La edad promedio fue 53 afios con desviacion estandar (DE), de
12.53. Los pacientes se dividieron en: Diez (26%), como pacientes controles; 8
(22%), con carcinoma vesical de células transicionales; 10 (26%), con crecimiento
prostatico y 10 (26%), con litiasis urinaria. El resultado de la fibronectina oncofetal
se considero positiva en pacientes con carcinoma vesical en el 75%. En el
crecimiento prostatico fue 60% y en litiasis urinaria del 90%. Los niveles de
fibronectina oncofetal en orina tuvo un promedio de 0.29, con DE de 0.005 con un
rango de 0.023 a 0.038. En carcinoma vesical el promedio fue de 0.278, con DE
de 0.338, con rango de 0.019 a 1.057; en crecimiento prostéatico fue de 0.106 con
DE 0.139 con rango de 0.013 a 0.372 y en litiasis urinaria fue de 0.263 con DE de
0.382 con rango de 0.023 a 1.294. En Ca vesical hubo una sensibilidad de 75% y
especificidad de 53%. En crecimiento prostatico y litiasis urinaria la sensibilidad
fue de 50% y de 90% respectivamente y especificidad de 53% en ambos,

Conclusiones: La fibronectina oncofetal demuestra ser una prueba simple, no
invasiva y con costo beneficio adecuado en pacientes con neoplasias del urotelio
vesical. Mas que una prueba de diagnéstico inicial es otra herramienta (til en el
diagnéstico de recurrencia de estos tumores.



ABSTRACT

In recent years the identification and survillence of bladder transicional cell
carcinoma have been evaluated macrocospic and microscopically, this type of
carcinoma has a great variability in its natural evolution and prognosis. It is why
one has improved in identification and application of molecular markers for its
diagnosis. The cytology is limited given to its low sensitivity and experience of the
examiner; whereas the cystoscopy and the urinary cytology continue being
considered gold standard. The use of antibodies anti- Fibronectin in tinkles can be
a marker that can be used in the detection of vesical carcinoma and can get to be
used like marker of recurrences of this tumor. Many deaths by vesical carcinoma
can be prevented by means of the early detection with new tumors and/or
monitoring with recurrences with such.

Objective: To evaluate the effectiveness of the urinary oncofetal Fibronectin like
test of detection of the vesical cancer

Design: Clinical, observacional, prospective, cross-sectional study.

Method: Samples were collected of tinkles in 38 patients. Eight with bladder tumor,
previous to accomplishment of transurethral resection; 10 with enlarged prostate;
10 with urinary lithiasis and 10 patients with no patology. Determination of fFN in
urine was performed by immunoassay performing determination of monoclonal
antibodies named FDC-8, by Adeza Biomedical Corporation, this monoclonal
antibody has segment I1I-CS of Fibronectin oncofetal molecule as target.

Results 68% of the patients were male and 32% female. The age average of the
patients was of 53 years with a standar desviation (SD) of 12.53. The patients
divide in 10 (26%) patient controls, 8 (22%) with bladder transicional cell
carcinoma, 10 (26%) with enlarged prostate and 10 (26%) with urinary lithiasis.
Oncofetal fibronectina consider positive in the patients with bladder transicional cell
carcinoma in a 75%, enlarged prostate 60% and the patients with urinary lithiasis
90%. The levels of oncofetal fibronectin in tinkle had an average of 0,29, SD 0,005
with a rank from 0,023 to 0,038, in vesical carcinoma the average was of 0,278, SD
0,338 with a rank from 0,019 to 1,057, enlarged prostate the average was of 0,106,
DS 0,139 with a rank from 0,013 to 0,372 and urinary lithiasis the average was of
0,263, SD 0,382 with a rank from 0,023 to 1.294. bladder transicional cell
carcinoma displayed a 75% sensitivity, specificity of 53. For enlarged prostate and
urinary lithiasis was of 50% and 90% for sensitivity respectively and specificity of
53% for both

Conclusions: The oncofetal fibronectin shows to be a simple test, noninvasive
and with cost benefit in patients with bladder cancer. And more than a test for an
initial diagnosis is another useful tool in the diagnosis of recurrence of these
tumors.



Il. INTRODUCCION

La frecuencia del cancer de vejiga se estimé en 12 700 casos nuevos al afno
y de 5300 muertes. Esto representa un 4.2% de canceres registrados y de 3.3%
de muertes secundarias por este cancer. En hombres el cancer vesical es la
cuarta neoplasia mas comun y 6% de nuevos canceres. En mujeres representa el
2% de canceres diagnosticados. Su prevalencia es en la sexta y séptima décadas
de la vida. En ambos sexos se ha incrementado. En el Norte de Europa y en
Norteamérica la mayoria de éste cancer (mas del 90%) es de células
transicionales (CCT), y el resto son adenocarcinoma, carcinoma de células

escamosas, carcinomas indiferenciados y otros.

En la etiologia, la inmensa mayoria de los pacientes con Ca vesical no tienen
antecedentes familiares, aunque hay evidencia de ésta asociaciéon en algunos
casos. Sin embargo, la participacion de factores ambientales son significativos. El
cancer vesical se conoce como el mejor ejemplo de cancer ligado con la
exposicion de carcinogénicos ambientales ocupacionales. Quimicos asociados a
esta patologia incluyen 4-aminobifenil, 2-naftilamina, benzidina, 4.4 metilenebis (2-
cloro-anilina). El tabaquismo se asociada con CCT. En cambio las infecciones del
tracto urinario y el tabaquismo son factores predisponentes para carcinoma de
células escamosas .

El 80% de pacientes con carcinoma de células transicionales de vejiga
inicialmente se diagnostican como enfermedad superficial . Posterior a la
reseccion transuretral, el 70 a 80 % desamollan recurrencia en 6 a 12 meses. En
esta fase, en 10 a 20% se detecta invasion a la capa muscular, o bien, presencia
de metastasis. Por otra parte, el 50 a 60% de pacientes sufren recidivas sin
invasion a la capa muscular. Este punto sefala la existencia de Ca de células
transicionales con variabilidad en la evolucién natural y en el pronodstico.



En anos recientes la identificacion y diagnéstico del carcinoma de células
transicionales de la vejiga se valora macroscopica y microscopicamente. Estos
objetivos se han mejorado con la identificacion y aplicacion de marcadores
moleculares 2. La citologia tiene limitaciones por su baja sensibilidad y la
interpretacion del examinador; mientras que la cistoscopia y la citologia urinaria
siguen siendo los métodos por excelencia. Pudiera remplazarse a la cistoscopia
por el examen de células neoplasicas en orina con citopatologia y citometria de
flujo, pero la sensibilidad de éstos no es lo suficientemente alta como para
detectar a la mayoria de los tumores papilares pequefios 0 sus recurmencias,
especialmente en los bien 0 moderadamente diferenciados.

La investigacion e introduccién de otros marcadores urinarios para detectar cancer
vesical de novo o su recidiva, asi como factores de crecimiento, complejos
inmunes y proteinas correlacionadas con tumores, o bien, la proteina de matriz
nuclear 22 (NMP22), o la degradacion de productos de fibrina y fibrindgeno estan
disponibles en equipos diagndsticos ya evaluados, aunque no ampliamente
aceptado para uso clinico **.

De ninguna manera la deteccién temprana del CCT de la vejiga ha sido esencial
para su tratamiento efectivo. En estudio prospectivo se ha valorado a la
fibronectina oncofetal en la orina de pacientes con CCT de la vejiga.

Recientemente se estima que el cancer de vejiga es uno de los tumores mas
frecuentemente diagnosticados. Muchas muertes por CA vesical podrian
prevenirse por la deteccion temprana de nuevos tumores o sus recurrencias. Se
han publicado reportes sobre marcadores tumorales y su utilidad en CA vesical,
que incluyen la evaluacion de cambios de cromosomas y deleciones, variacion en
la expresion de proteinas que actian como genes tumorales supresores y la

investigacién de proteinas que son excretadas en la orina®.
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Cada prueba puede ser valiosa en la prediccion de la recurrencia o la eventual
progresion del estadio, pero ninguna es de facil y rapida disponibilidad durante la
cistoscopia. El desamrollo de una prueba eficaz y simple basada en demostrar CCT
de vejiga es de suma importancia®

La histopatologia se basa en el examen microscdpico de las células y de su
arquitectura, asi como de la matriz extracelular. La relacion estrecha entre el
fenotipo celular y la formacion de la matriz extracelular especializada es bien
conocida y aceptada. La célula sintetiza la matriz extracelular de acuerdo a su
diferenciacion, estado de maduracién y funcién. Los componentes de la matriz
modulan las propiedades celulares fundamentales, como son, la proliferacién y la

migracion.

La fibronectina celular es una proteina de la matriz extracelular con un importante
papel en la adhesion celular, la migracion y la diferenciacion. Las varantes
moleculares de la fibronectina celular son generadas por el empalme (splicing)
altemativo del preRNA mensajero (ED-B-fn) o por glicosilacion de novo en dominio
de la misma proteina (fibronectina oncofetal). La glicosilacion de novo es siempre

acompariada por un splicing especifico oncofetal en la regiéon cromosomica HUCS
78

Las isoformas son detectables utilizando anticuerpos monoclonales. La variante de
Fibronectina ED-B también muestra una distribucion restringida. Se ha observado
que la funcién de esta isoforma in vitro es aumentar la adhesion y la diseminacion
celular. No solo el cancer, por si mismo, parece contribuir a la matriz extracelular
de la Fibronectina, también, los miofibroblastos son capaces de depositar
Fibronectina oncofetal.

11



Existen pocos estudios en la literatura que demuestran inmunohistoquimicamente
fibronectina oncofetal, en todos los casos de carcinoma de células transicionales
de vejiga. En muestras de orina la Fibronectina oncofetal se encontré en 32 de 34
pacientes con CA vesical papilar, no invasivo. Sélo dos pacientes con Ca vesical
Ta Grado 1, fueron negativos para este marcador. Se han realizado estudios en
otros carcinomas, como el de mama, donde se identifico Fibronectina oncofetal en
6 pacientes; asi como en cancer de ovario y de colon, donde hubo una correlacion
significativa, en estadio avanzado (Dukes C), con metastasis hepaticas *'°.

Los anticuerpos monoclonales para Fibronectina oncofetal en orina puede ser el

unico marcador util en la deteccion de CA vesical.

Para la determinacion de Fibronectina Onco-fetal en las muestras de orina se
realiza inmunocromatografia de flujo lateral, en la que se utiliza un anticuerpo
monoclonal denominado FDC-6, patentado por Adeza Biomedical Corporation, el
cual va dirigido contra el segmento IlI-CS de la regién variable de la molécula de
Fibronectina Onco-fetal. La reaccion antigeno-anticuerpo es de tipo “sandwich” y
el anticuerpo esta conjugado a una molécula de color, la cual, en caso de haber
reaccion sera cuantificada por un lector de intensidad del color desarrollado, para
finalmente dar el valor cuantitativo dependiendo de la concentracion de
Fibronectina Onco-fetal presente en la muestra.

Cabe senalar que a la fecha sdlo existen métodos comerciales disponibles para la
determinacion de Fibronectina Onco-fetal en secrecién cervicovaginal, y que, si
bien la metodologia usada para la medicion de esta proteina en orina es muy
similar, se hicieron los ajustes necesarios de acuerdo al tipo de muestra. Los
reactivos utilizados en este estudio fueron producidos especialmente para ello.

Finalmente, este estudio es parte de una iniciativa para desarrollar y perfeccionar,
tanto la metodologia, como las potenciales aplicaciones diagndsticas y/o de tamiz
de la determinacion de Fibronectina Onco-fetal en diferentes fluidos bioldgicos.

12



lll. TRABAJO DE INVESTIGACION

JUSTIFICACION

El carcinoma vesical es la cuarta causa mas comun de cancer en sexo masculino,
después del de prostata, pulmén y colon; en la mujer ocupa el octavo lugar. De
1984-1993 el nimero de pacientes diagnosticados anualmente se incrementé en
un 26%; en 1998, aumento en 54%; con una mortalidad de 12,500 pacientes por
ano. La tasa de recurrencia del carcinoma de células transicionales vesical es muy
alta, tarde o temprano en el 80% hay recidiva. El diagnéstico de ésta se realiza por
medio de la cistoscopia, que es un método invasivo.

Se han utilizado marcadores tumorales como NMP-22, antigeno de tumoracion
vesical (BTA, siglas en inglés), etc. Se sabe que la fibronectina oncofetal, también
se encuentra en carcinoma renal. Existen escasos reportes para su uso en
carcinoma de células transicionales vesical. Nos cuestionamos si la fibronectina
oncofetal podria ser de utilidad, como marcador tumoral, en carcinoma vesical que
pudiera evitar estudios invasivos para su diagnostico. En el futuro un conocimiento
eficaz de la fibronectina oncofetal en el diagndstico de cancer vesical sera de muy

grande utilidad para el diagnéstico oportuno.

13



OBJETIVOS

Principal:
Evaluar la eficacia de la Fibronectina oncofetal urinaria en la deteccion del cancer
vesical.

Secundario:
Conocer la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de esta prueba y

correlacionaria con otras patologias inflamatorias urinarias.

14



Disefno del estudio

Estudio clinico, observacional, prospectivo, transversal.

Material y Métodos

Poblacion:

Se seleccionaron pacientes del Servicio de Urologia del Centro Médico Nacional
“20 De Noviembre”, durante el periodo comprendido de Mayo de 2004 a Diciembre
de 2004.

Criterios De Inclusion:

;9

Pacientes, de ambos sexos, con tumores vesicales, detectados por
cistoscopia; posterior a la cirugia se confirmo el diagnostico de carcinoma
de células transicionales. Se colecté la orina de estos pacientes previo a

cualquier tratamiento.

2. Pacientes con diagnéstico de crecimiento prostatico por Ultrasonido.

3. Pacientes, de ambos sexos, con diagnostico de litiasis urinaria

diagnosticados en urografia excretora.

4, Pacientes, de ambos sexos, sanos sin ninguna patologia (control).

5. Mayores de 18 aros.

6. Firma de carta de consentimiento informado.

Criterios De Exclusion:

1.
2. Ofras patologias urinarias.

3.

4. Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.

Menores de 18 afos.

Mujeres embarazadas.

15



Método:

A los pacientes seleccionados se les realizo una ficha de recoleccién con datos
de: edad, sexo, diagndstico, evaluaciéon clinica al momento de la inclusion al
estudio. Los pacientes fueron divididos en 4 grupos dependiendo de su patologia
de base: el primer grupo de control constaba de 10 pacientes; el segundo de 8
pacientes, con diagndstico de carcinoma de células transicionales vesical, en el
tercer y cuarto grupos se incluyeron 10 pacientes, en cada uno, con diagnosticos
de crecimiento prostatico y litiasis urinaria, respectivamente.

A cada paciente se le solicitdé una muestra de orina (30 a 200 cc), para realizar el
analisis de fibronectina oncofetal. A los pacientes con carcinoma de células
transicionales vesical la orina se recolecto antes de someterse a cualquier
tratamiento.

La orina obtenida se alicuoto en 5 recipientes y fue analizada en Adeza Biomedical
Corporation en California, Estados Unidos de América, donde se utilizd un
anticuerpo monocional denominado FDC-6, patentado por esta institucion, el cual
va dirigido contra el segmento |II-CS de la regién variable de la molécula de

Fibronectina Onco-fetal.

16



Variables:

Variables demograficas
-Edad: arios.
-Genero: masculino o femenino.

Variables principales

A. Diagnéstico inicial del paciente

- Pacientes controles sin patologia.
-Carcinoma de células transicionales vesical.
-Crecimiento prostatico.

-Litiasis urinaria.

Variable secundaria.

- Estadificacion del Carcinoma de células transicionales vesical.

17



Resultados de Inmunoensayo
La fibronectina fetal en este estudio, se considerd positiva cuando fue mayor a
0.038. Este valor se tomé del resultado maximo del grupo control, ya que aun no

esta bien establecido el rango para este marcador.

Determinacion de sensibilidad: probabilidad de que la prueba sea positiva en

pacientes con la enfermedad.

Determinacion de la especificidad: probabilidad de que la prueba sea negativa en
pacientes con la enfermedad.

Determinacion del valor de prediccion positiva: probabilidad de que el paciente
tenga la enfermedad si la prueba es positiva.

Determinacion del valor de predicciéon negativa: probabilidad de que el paciente
no tenga la enfermedad si la prueba es negativa.

18



IV. RESULTADOS

Muestra:
Se estudiaron 38 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion.

Género:

De los 38 pacientes hubo predominio del sexo masculino con 26 (68%) y 12
femeninos (32%) (Grafica 1).

Edad:

La edad promedio fue de 53 afos, con una desviacion estandar de 12.53 y un
rango comprendido de 18 a 76 afos de edad (Grafica 2).

Diagnéstico inicial de los pacientes:

Segun el diagnéstico inicial los pacientes quedaron divididos de las siguiente
manera: 10 pacientes controles (26%), 8 con carcinoma de células transicionales
de la vejiga (22%), 10 con crecimiento prostatico (26%), y 10 con litiasis urinaria
(26%).

Prueba de Inmunoensayo de Fibronectina Oncofetal en orina:

Se realizé en los 38 pacientes. Ningun paciente en el grupo control fue positivo a
la prueba; en el grupo de carcinoma de células transicionales de la vejiga fue
positiva en 6 de 8 (75%), fue positivo en 6 de 10 pacientes con crecimiento de la
prostata (60%), y fue positiva en 8 de 10 pacientes con litiasis urinaria(80%).

N . ~ |8
?I‘L:l’i-‘_-';.'n Tl'i ‘(“,- lﬁ{j L!ﬁd:J‘-

\ RIBLIOTECA 19



| Diagnéstico

Inmunoensayo positiva

Inmunoensayo negativa

Grupo Control

10

Carcinoma de células

transicionales vesical

Crecimiento prostatico

Litiasis urinaria

Niveles de Fibronectina fetal en orina

En el grupo control se encontré un promedio de 0.29, con desviacion estandar de
0.005 y un rango de 0.023 a 0.038; en pacientes con carcinoma de células
transicionales vesical el promedio fue de 0.278, con desviacion estandar de 0.338
y un rango de 0.019 a 1.057; en pacientes con crecimiento prostatico el promedio
fue de 0.106, con desviacion estandar de 0.139 y un rango de 0.013 2 0.372; y en
litiasis urinaria el promedio fue de 0.263 con desviacion estandar de 0.382 y un
rango de 0.023 a 1.294 ( Grafica 3).
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Eficacia de las pruebas.

- Niveles de fibronectina oncofetal urinaria en el grupo de carcinoma de células
transicionales de la vejiga: hubo una sensibilidad de 75%, una especificidad de

53% y un valor predictivo positivo de 30% y negativo de 89%.

-En el grupo de crecimiento prostatico se encontré una sensibilidad de 50%,
una especificidad de 53% y un valor predictivo positivo de 30% y negativo de 89%.

- En el grupo de litiasis urinaria se encontré una sensibilidad de 90%, una
especificidad de 53% y un valor predictivo positivo de 30% y negativo de 89%.

Diagnéstico Sensibilidad Especificidad |Valor predictivo|Valor predictivo
positivo negativo
Carcinoma de
células 75% 53% 30% 89%
transicionales
vesical
Crecimiento
prostatico 50% 53% 30% 89%
| Litiasis urinaria | o
90% 53% 30% 89%
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V. DISCUSION

El disponer de un marcador tumoral de costo beneficio adecuado para los
pacientes es importante, debido a la epidemiologia que presenta el cancer de
vejiga y la importancia de ser menos invasivo en su deteccion oportuna. La
citologia urinaria, aunque muy empleada actualmente, presenta una sensibilidad
de menos del 50%. La cistoscopia es un método invasivo para el diagndstico de
esta neoplasia. Muchos pacientes con hematuria microscépica o con factores de
riesgo para cancer vesical se someten a endoscopias innecesarias, sobretodo por
carecer de una prueba diagnéstica mas eficaz. Por esta razén es importante el
estudio de una prueba que sea lo suficientemente capaz de ofrecer un diagnostico
mas preciso y mas oportuno en este tipo de pacientes

De los 38 pacientes en quienes se realizo la deteccidn de anticuerpos
monoclonales para fibronectina oncofetal, se demostré que dos grupos con niveles
mayores fueron en cancer vesical y en litiasis urinaria. El resultado de sensibilidad
para cancer vesical fue de 75%, con una especificidad del 53% y un valor
predictivo positivo de 30% y negativo del 89%.

Comparando la sensibilidad de cada grupo, se encontré que en litiasis urinaria
presenta una valor superior que en el grupo de cancer vesical, mientras que en el
grupo de crecimiento de prostata es bajo. Esto también ha sido demostrado en
otros estudios con otros marcadores que demuestran elevaciones en presencia de
cuerpos extrafos, como litiasis. Aunque el nimero de pacientes es reducido y es
conveniente una mayor casuistica.



La prueba de fibronectina oncofetal, en orina, puede tener un futuro promisorio,
sobretodo, en el diagndstico de recurrencias, considerando que la historia clinica
del cancer vesical tiene tres grados de recurrencia: G1 tumores unicos, sin
evidencia de recurrencia a tres meses, pero con recidiva en el 20% a un ano; G2,
tumor solitario con recurmrencia en tres meses, o tumores multicéntricos sin
recurrencia a tres meses, hay recidiva en el 40% a un ano. Y G3 con tumores

multicéntricos con recurrencia a tres meses y una recidiva en el 90%, a dos anos.

Principalmente, en esta fase, la fibronectina puede tener utilidad clinica como
marcador tumoral, conociendo que estos pacientes tienen carcinoma del urotelio
vesical, la positividad de esta prueba avalaria el diagnéstico de recurrencia
tumoral. Este marcador tumoral pudiera desempefiar un papel importante en la
poblacién expuesta a carcinogénicos ambientales, en el tamizaje de aquellos con

microhematuria, o incluso sin él.

Las ventajas de un marcador tumoral efectivo seria, el costo beneficio; que haria
innecesaria la cistoscopia, que es un estudio invasivo, complicado y costoso; y
este marcador implicaria un gasto tnico en un equipo diagndstico con una

muestra de onna del paciente.
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VI. CONCLUSIONES

Pienso que esta investigacion orienta en encontrar un reactivo que pueda cumplir
con las expectativas planteadas originalmente, ya que, es una prueba simple, no
invasiva, de costo beneficio adecuado en pacientes con neoplasias del urotelio
vesical. Y mas que una prueba de diagndstico inicial, una herramienta atil en el
diagndstico de recurrencia de estos tumores. También de facil y amplio manejo en
chequeo preventivo en poblacién de alto y bajo riesgo en la deteccion de estas

recurrencias.

Un motivo de peso a favor de este marcador tumoral es el costo beneficio mejor, al

de los métodos tradicionales.
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Vill. ANEXOS

Grafica 1. Distribucién por sexo.
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Grafica 2. Distribucién de edades.
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Grafico 3. Distribucién de niveles de Fibronectina
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Grafico 4. Distribucion de niveles de Fibronectina
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