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Fe de Erratas:

El término Rango, es una palabra empleada en
nuestro idioma para describir alguna jerarquia o
posicién social.

Para este trabajo, el término correcto es
Intervalo que define a los valores limite superior
e inferior en un procedimiento de medicion.
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L RESUMEN

ANTECEDENTES: El cancer de prostata ha aumentado su frecuencia entre la
poblacién masculina con edades desde los 50 aifios en adelante y México no es la
excepcion. Es por eso que se han desarmollado nuevas herramientas para mejorar
la deteccion de este padecimiento.

Una de estas herramientas es el ensayo del antigeno prostatico especifico
libre y su porcentaje en suero. Se tenia el conocimiento de que este antigeno se
producia en la prostata y su concentracion se elevaba en el suero de pacientes
con cancer prostatico, asi que la medicion del APE se emple6 como marcador para
cancer de prostata. Pronto existio gran confusion sobre la utilidad del APE ya que
su concentracién en suero se elevaba también en padecimientos benignos como la
hiperplasia prostatica y la prostatitis. En estudios recientes se describi6 que el APE
esta presente en el suero en varias formas moleculares, esto es, la molécula del
APE esta unida a varias proteinas y esta también en forma libre. Se estudiaron
estas formas moleculares del APE y se determiné que el porcentaje de APE libre
es mas bajo en pacientes con cancer de prostata que en pacientes con hiperplasia
prostatica.

OBJETIVO: Determinar el intervalo de referencia para el ensayo de APE libre
sérico y proponer un punto de corte para el porcentaje de APE libre, siendo una
prueba de apoyo diagndstica para detectar tempranamente el cancer de préstata.

MATERIAL Y METODO: La poblacion de estudio fueron 50 donadores de sangre
sin antecedentes de patologias prostaticas. Se incluyé un grupo de 33 pacientes
que acudieron al servicio de urologia del Instituto Nacional de Cancerologia, los
cuales tienen un diagnéstico final de cancer de prostata, hiperplasia o prostatitis. El
intervalo de referencia se obtuvo por estadistica descriptiva y el porcentaje de APE
libre se determiné analizando varios puntos de corte, la sensibilidad y especificidad
resultante para comparar cuantos casos de cancer se detectarian del grupo de los
33 pacientes de urologia Se utilizé la tecnologia de Inmunoensayo Enzimatico de
Microparticulas (MEIA), realizando un control de calidad intemo para la validacion
del ensayo.

RESULTADOS: El intervalo de referencia calculado fue de 0.0 a 0.411 ng/mi. El
punto de corte propuesto para el porcentaje de APE libre es del 21%. Logrando
con este punto de corte detectar el 86% de los casos de cancer de prostata de los
pacientes del servicio de urologia.

CONCLUSIONES: El porcentaje de APE libre provee la informacion que puede
ayudar a la diferenciacion entre padecimientos prostaticos benignos del cancer de
prostata, y de esta manera, junto con otros examenes como el examen digito rectal
y el ultrasonido transrectal, se detectara tempranamente el cancer prostatico que
puede ser potenciaimente curable y que cada vez va acupando un lugar muy
importante en nuestro pais.
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Il. INTRODUCCION

Los marcadores tumorales han tenido un papel muy importante en la
evaluacion y el manejo del cancer de préstata desde la descripcion de la fosfatasa
acida por Gutman y Gutman en 1938 (1).

La fosfatasa acida habia sido considerada como prueba estandar y utilizada
extensamente por urdlogos e intemistas para el diagndstico y estadificacion del
cancer de prostata, asi como para monitorizar la respuesta a la terapia. La
dificultad que ha persistido con este marcador ha sido la habilidad para medir la
concentracion sérica real de las diferentes isoenzimas producidas por el tejido
prostatico sin la interferencia de las enzimas generadas por otros 6rganos del

cuerpo (2).

Un gran hueco quedo entre la necesidad de un marcador tumoral mas util
para el cancer de prostata y su obtencion, hasta el aislamiento del antigeno
prostatico especifico (APE) del plasma seminal, tejido prostatico y finalmente del
suero (1).

Fue en los inicios de los 1960°s cuando varios investigadores reportaron la
existencia de un antigeno de la glandula prostatica. Mas tarde, estudios
especificos de tejido confirmaron la presencia de este antigeno en la glandula
normal, hiperplasica y maligna (3).

Aunque la utilidad principal del APE inicialmente fue para monitorizar a
pacientes que se sabia tenian cancer de prostata, trabajos subsecuentes llevaron
al mejor entendimiento del papel de este marcador para la deteccion del cancer de
prostata (1).

Hoy, el APE es ampliamente utilizado como marcador tumoral para el
cancer de prostata (CaP) (4). Pero como el APE es 6rgano especifico y no
especifico de cancer, existe un considerable entrecruzamiento en los valores del
APE de pacientes con cancer de prostata y pacientes con condiciones benignas,
tales como la hiperplasia prostatica y la prostatitis. Ademas, del 38 al 48% de
pacientes con cancer de prostata tiene valores normales de APE (5), y entre el 30
y 50% de los pacientes con hiperplasia prostatica tienen elevada la concentracion
sérica del APE (4).
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Estudios recientes han demostrado que el APE esta presente en el suero en
varias formas moleculares. Estas incluyen, una forma libre o no unida y otras que
forman complejos con la alfai-antiquimotripsina y con la alfaz-macroglobulina;
ademas de escasas cantidades con la alfas-antitripsina, el inhibidor inter-alfa
tripsina y otros.

De estas formas, la mas importante clinicamente es el complejo formado
entre el APE y la alfai-antiquimotripsina, quien es la forma predominante en suero,
y la forma libre, que esta presente en una pequefia concentracién en suero (5).

Diversas investigaciones han ilustrado los beneficios potenciales de usar
estas formas moleculares del APE para aumentar la utilidad clinica de la prueba
del APE para detectar tempranamente el cancer de prostata (6). Estos estudios
también sugieren que la habilidad para medir las formas especificas del APE, ya
sean las formas unidas o la libre, en suero pueden mejorar la capacidad del APE
para distinguir enfre los pacientes con cancer de prostata de aquellos con
padecimientos benignos (6).

Las metas para mejorar la prueba de APE son dos: aumentar la sensibilidad
(incrementar la deteccion de cancer) y mejorar la especificidad (eliminar costos y
las biopsias de prostata que muestran resultados negativos) (6).
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La ligera caracteristica alcalina del fluido prostatico puede ser importante
para la fertilizacién exitosa del 6vulo ya que el fluido de los vasos deferentes es
relativamente acido debido a la presencia del acido citrico y los productos
metabdlicos finales del esperma y que consecuentemente, ayuda a inhibir la
fertilizacion. Ademas, las secreciones vaginales de la mujer son acidas (pH de 3.5
a4.0).

Entonces el esperma no seria Optimamente mévil hasta que el pH de los
fluidos se eleve hasta 6.0 a 6.5. De esta manera, es probable que el fluido
prostatico ayude a neutralizar la acidez de estos fluidos después de la eyaculacion
y asi aumentar la movilidad y fertilidad de los espermatozoides (9).

lil.4. HIPERPLASIA PROSTATICA

El desarrollo de la hiperplasia prostatica es en su mayoria un fenémeno
universal en hombres adultos (10). Este padecimiento afecta a hombres que
rebasan los 45 aios de edad e incrementa su frecuencia con la edad, asi que para
la octava década mas del 90% de hombres tendran hiperplasia prostatica.

A pesar de la frecuencia en hombres mayores de 80 aiios, sélo el 5 al 10%
necesitan tratamiento quirdrgico para aliviar la obstruccion uretral (8), ya que como
se mencionod, la prostata rodea a la uretra y su crecimiento es una causa potencial
de obstruccion urinaria (10).

La edad media de la aparicién de los sintomas es a los 65 afios. Estos
sintomas se encuentran directamente relacionados con la hiperplasia del 16bulo
medio o de los I6bulos laterales, ya que éstos van a producir una compresion
mayor de la uretra prostatica y en consecuencia un aumento de la resistencia al
paso de la orina de la vejiga a la uretra distal. La vejiga, para compensar el
aumento de la presion, sufre una hipertrofia del muasculo y los sintomas que se
presentan son retardo en la iniciacion de la miccién, disminucion del chorro
miccional y nicturia (7).

A medida que aumenta la obstruccion aparecen otros sintomas como la
polaquiuria, goteo terminal y en ocasiones puede llegar a una retencién urinaria
aguda (7), también se presenta disuria (miccion dolorosa). Ademas de estas
dificultades para orinar, el aumento de volumen de la prostata impide vaciar
completamente la vejiga, de manera que al terminar la miccién, queda un volumen
importante de orina residual. Esta orina es un liquido estatico susceptible de
infeccion llegando a producir u originar cistitis e infeccion del rinén (8).
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Es probable que la hiperplasia prostatica no sea un factor predisponente al
desarrollo de cancer de préstata (10).

lil.5. CANCER DE PROSTATA

El cancer de prostata es la tercera causa de muerte en el hombre de edad
adulta (7). Se advierte en la necropsia en el 14 al 46% de los hombres que pasan
de los 50 afios. Sin embargo, la mayor parte de los casos se descubre
casualmente al efectuar la necropsia o al examinar una pieza quirdrgica extirpada
por otros motivos. En casi todos estos casos la lesién es pequefia y sin
importancia clinica. Por otra parte, puede descubrirse como una neoplasia
clinicamente agresiva o invasora que cause la muerte (8).

El cancer de prostata rara vez se observa en sujetos jovenes. La edad
media de la enfermedad clinicamente patente es de 70 afos. Existe una gran
discrepancia entre la frecuencia de cancer de préstata como causa de enfermedad
clinica, 0 muerte, y la frecuencia como lesion anatémica. Sin embargo, la forma
clinicamente importante del cancer es lo bastante frecuente para explicar que
ocupe el tercer lugar entre las causas de muerte por cancer en los varones,
excedida Gnicamente por los carcinomas broncégenos y colorrectales (8).

Tanto el cancer de préstata en etapa temprana como en etapa avanzada,
pueden ser asintomaticos al tiempo del diagnéstico. En sujetos sintomaticos, los
sintomas mas comunes son disuria, dificultad para evacuar, incremento de la
frecuencia urinaria y una retencion urinaria completa, ademas de dolor en la
espalda o en la cadera y hematuria. Complicaciones adicionales de la enfermedad
avanzada incluyen compresion del cordon espinal por metastasis, trombosis
venosa profunda y embolia pulmonar (10).

ll.6. ELEMENTOS PARA EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagnéstico diferencial entre hiperplasia prostatica y cancer de prostata se
debe hacer con examen digito rectal (DRE) y antigeno prostatico especifico (APE).
Este marcador tumoral (APE) se debe hacer en sujetos mayores de 45 aiios. Si el
APE y el DRE son normales, se recomienda hacer una revision anual con examen
rectal.

10
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Si el APE se encuentra por arriba de 4.0 ng/ml y el DRE es nomal hacer
biopsias guiadas por ultrasonido de las zonas sospechosas o al azar. Si el APE es
normal, pero el DRE anomal, se toman biopsias de las zonas sospechosas
encontradas en el facto.

El ultrasonido transrectal (TRUS) de la prostata se debe hacer en sujetos
con sospecha de cancer ya sea por elevacion del APE o porque el DRE tiene
zonas induradas (7) (Fig.3).

Edad > 40 arios si

presenta historial familiar
E@ - 59 afios posiﬁvo_

Esperanza de vida de 10-15 afios

Si el DRE es normal y el Si el APE esta entre 4.0y 10.0 Si DRE es sospechoso o
APE <4.0 ng/ml ng/mi determinar el porcentaje el APE > 10.0 ng/ml
de APE libre

I
v v

< Porcentaje de APE libre Porcentaje de APE libre >
deniro del intervalo <024
normal

A 4 i 4

Evaluacion anual Biopsias guiadas por TRUS

Fig. 3 Algoritmo diagnéstico para la deteccion del cancer de préstata (6).
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l.7. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DEL CANCER DE PROSTATA EN
MEXICO

Seglin la Subsecretaria de Planeacion de la Direccion General de
Estadistica e Informatica, para la distribuciéon porcentual de tumores malignos para
el afo de 1996, los tumores traqueo-pulmonares ocupan un 12.0%, los tumores de
estomago un 9.9%, tumores del cuello del Gtero 9.1%, tumores de prostata 6.5%,
tumores de mama en la mujer 6.2%, leucemias 5.8% y el resto del porcentaje se
distribuye en otros tumores teniendo el 50.5%.

Asi vemos que el cancer de prostata ocupa el cuarto lugar respecto la
localizacion de estos tumores, y entre la poblacion masculina ocupa el tercer lugar.

También en el aiio de 1996, la distribucion del cancer de préstata como
causa de muerte por entidad federativa se encuentra en primer lugar el Distrito
Federal con 386 defunciones, en segundo lugar esta Jalisco con 324 defunciones y
en tercer lugar lo ocupa del Estado de México con 237 defunciones. El estado con
menor nimero de muertes fue Baja Califomia Sur con sélo 10 defunciones. En
total, en todo el pais se reportaron 3,247 defunciones.

Por grupos de edad, se distribuye este padecimiento: menor de un afio 0
casos; de 1 a 4 ailos, 0 casos; de 5 a 14 aios, 1 caso; de 15 a 64 aiios, 409
casos, y de 65 anos en adelante con 2,826 casos. Por lo que se observa que la
incidencia del cancer de prostata se encuentra en los grupos de edad avanzada

(11).

En el Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México, en 1996
se diagnosticaron 90 casos, excedido por tumor de testiculo con 112 casos, y en
1997, 102 casos se diagnosticaron también excedido por tumor de testiculo con
117 casos. Estas cifras no revelan la incidencia real en el pais ya que muchos
pacientes no son derivados a este Instituto (12).
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lii.8. EL DESCUBRIMENTO DEL ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO

En 1979, Wang y col. (13) aislaron un antigeno del tejido prostatico, lo
purificaron y demostraron su especificidad con este tejido. Ademas de que fue
identificado en todo tipo de tejido prostatico (normal, hiperplasico y maligno), no se
encontr6 en otro tejido humano. Con filtracién en gel y electroforésis, se demostro
que tiene un peso molecular de 33,000 a 34,000 daltons y tiene un sélo punto
isoeléctrico que es de 6.9, ademas de que existe como monémero. Por su
asociacion unica al tejido prostatico se denomind ANTIGENO PROSTATICO
ESPECIFICO (APE). Finalmente, Papsidero y col. (14) fueron capaces de
identificar al APE en suero humano y verificar que esta molécula era idéntica a la
purificada directamente del tejido prostatico.

li1.9. CARACTERISTICAS BIOMOLECULARES DEL APE

Bioquimicamente, el APE es una cadena sencilla glicoproteica que contiene
93% de aminoacidos y 7% de carbohidratos (2). Aunque algunos reportes
publicados sugieren un péptido con una secuencia de 240 aminoacidos, andlisis
recientes reportan una longitud de 237 aminoacidos con varios enlaces sulfuro en
su estructura (15). Hay evidencias que sugieren que una cadena lateral de
carbohidratos unida al grupo N (amino) esta en el aminoacido 45 (asparagina) y
que otras cadenas de carbohidratos unidas al O (oxidrilo) estan sobre los
aminoacidos 69 (serina), 70 (treonina) y 71 (serina). El aminoacido N-terminal
(amino-terminal) es isoleucina y el residuo C-terminal (carboxi-terminal) es prolina

).

La cadena sencilla del APE manifiesta una actividad enzimatica proteolitica.
El sitio activo contiene una triada catalitica caracteristica de aminoacidos que son
esenciales para la reaccion enzimatica que lleva a cabo. Esta triada catalitica
corresponde a la His41, Aspss y Seriss (16) (Fig. 4).
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Fig. 4 Estructura primaria del APE representada por el codigo de
una letra segun la IUPAC para los aminodcidos. La union
de una cadena de carbohidratos en la Asn45 se marca con
un rombo. La triada catalitica de His41, Asp96y Ser189 se

marca con los cuadros negros (16).
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La actividad proteolitica del APE es similar a la de la quimotripsina, esto es,
el APE rompe aquellos enlaces cuyo grupo -CO (carbonilo) es donado por
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano y tirosina), y en menor medida por
leucina (16).

HO HO HO HO HO HO
~N-C-C-N-C-C- | -N-C-C~ + H20 + QUIMOTRIPSINA — ~N-C-C-N-C-C + H3N-C-C~
HR1 H | HR3 HR1 H|O R3
fen fen
trp trp
tir tir
leu leu

El gen completo que codifica al APE ha sido identificado y localizado en el
cromosoma 19. Se encontré que el gen tiene aproximadamente 6 kilobases de
tamario y esta compuesto por 4 intrones y 5 exones; dos sitios de iniciacion de la
transcripcion también se han identificado (2).

1l.10. FUNCION BIOLOGICA DEL APE

El APE secretado desde el lumen de la prostata, entra al fluido seminal y
pasa a través de la prostata. En el fluido seminal hay proteinas que forman un gel.
primordialmente la semenogelina I, semenogelina Il y fibronectina, las cuales son
producidas en las vesiculas seminales. Estas proteinas son el componente
principal del coagulo seminal que se forma en la eyaculacion y funciona para
atrapar a los espermatozoides (3). Se ha demostrado que el APE es el
responsable de la disolucion de este gel. La protedlisis del gel por el APE genera
varios fragmentos de semenogelina | y semenogelina Il solubles incluyendo
fragmentos de fibronectina solubles. Con la licuefacciéon del coagulo seminal se
produce la liberacién progresiva de los espermatozoides (17).

El APE llega al suero desde el lumen de los ductos prostaticos pasando por
via exocitosis al fluido seminal y finalmente por difusiéon desde las células luminales
a través de la membrana epitelial y del estroma prostatico, donde puede pasar a
través de la membrana basal capilar y células epiteliales o hacia el sistema linfatico

A3).
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CAPITULO IV
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IV. ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO LIBRE

IV.1. GENERALIDADES

IV.1.1. APE Y CANCER DE PROSTATA VS. HIPERPLASIA PROSTATICA

El APE es drgano especifico y como resultado, es producido por el tejido
prostatico normal, hiperplasico y canceroso. El APE puede ser detectado en el
suero en hombres jovenes con pristatas pequefias no hiperplasicas, en hombres
adultos con hiperplasia prostatica y hombres con cancer de préostata localizado o
con metastasis.

Como se mencioné anteriormente, el APE no es especifico de cancer de
prostata, sino que es especifico del tejido prostatico y por eso muchas condiciones
benignas de la prostata pueden influenciar en la concentraciéon sérica del APE.
Ademas, numerosos estudios sugieren que no todos los canceres prostaticos
producen una elevacién detectable del nivel de APE sérico (2).

Cuando se contempla el uso del APE para la deteccién temprana del cancer
de prostata o como herramienta de monitoreo, varios criterios deben ser
impuestos: 1) la prueba usada debe ser segura y no cara para que tenga una
amplia aceptacion, 2) el padecimiento que se esta evaluando debe ser comin a la
poblacion que se esta investigando y 3) el tratamiento efectivo debe ser disponible
para la etapa temprana del padecimiento para que exista un decremento en la
morbilidad y mortalidad por el proceso de la enfermedad (2).

IV.1.2. FORMAS MOLECULARES DEL APE

El descubrimiento de que el APE existe en el suero en varias formas
moleculares representa un avance nuevo y excitante para mejorar la utilidad clinica
de la prueba del APE (6). La existencia de estas formas moleculares se report6 en
1991 (18).
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Estas formas moleculares incluyen una forma no unida o libre, y otras
formas unidas del APE con inhibidores de las serin-proteasas como la alfai-
antiquimotripsina (ACT) y la alfaz-macroglobulina (AMG), ésta (ltima indetectable
con inmunoensayos. El APE total es una combinacion de todas las formas
inmunodetectables en suero, principaimente el APE libre y el APE-ACT (6).

Otros inhibidores de las proteasas que interactian con el APE que han sido

estudiados incluyen: alfai-antitripsina, antitrombina lll y el inactivador C1; los cuales
forman complejos no estables (19). Tabla 1.

TABLA 1. Formas moleculares del APE (6).

NOMBRE FORMAL NOMBRE COMUN DESCRIPCION
APE Total APE-T Todas las formas inmunode-
tectables en suero, princi-
paimente APE-L y APE-ACT.
APE Libre APE-L Forma no unida del APE.
Complejos de APE-ACT APE covalentemente unido al
APE inhibidor alfat-antiquimotripsina,

sinonimo de APE unido; es la
forma inmunodetectable en suero.

APE-AMG APE covalentemene unido y en-
capsulado por la alfaz-macroglo-
bulina, no detectable por inmuno-
ensayos; sindnimo de APE oculto.

APE-AT APE covalentemente unido a la
alfat-antitripsina, es un componen-
te traza del suero.

APE-IT APE covalentemente unido al in-
hibidor inter-alfa-tripsina, es un com-
ponente traza del suero.
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IV.1.3. LA UTILIDAD CLINICA DE LA MEDICION DE LAS DIFERENTES
FORMAS MOLECULARES DEL APE SERICO

En 1991, Stenman y col. (20) mostraron que la proporcion del APE unido
con la ACT es mas alta en pacientes con cancer de préstata que en pacientes con
hiperplasia prostatica. Ellos propusieron que la proporcion de APE-ACT a APE
total podria distinguir mejor entre padecimientos prostaticos y reducir el indice de
falsos positivos a la mitad.

Subsecuentemente. Lilja y col. (17) determinaron la concentracién sérica de
estas formas del APE en pacientes con hiperplasia prostatica y con cancer de
prostata. La proporcion de APE libre a APE total fue significativamente mas baja
en los paciente con cancer que en aquellos con hiperplasia prostatica.

Las mediciones de la proporcion libre a total en suero, en lugar de la sola
medicion del APE total, reportan el incremento de la habilidad del ensayo del APE
para la diferenciacion del cancer de prostata de la hiperplasia prostatica de un 53 a
un 73% sin comprometer la sensibilidad. Estos datos indican que el conocimiento
de las concentraciones y proporciones de las diferentes formas moleculares del
APE pueden dar una diferenciacion mas veraz entre la hiperplasia prostatica y el
cancer de prostata potencialmente curable (18).

IV.2. TECNICAS PARA LA MEDICION DEL APE

Dependiendo del inmunoensayo que se use para medir el APE en suero,
varias cantidades de APE libre y APE unido son reconocidos, y contribuyen a la
medicion total del APE (21).

La forma unida a la AMG no puede ser detectada por los anticuerpos
preparados contra el APE ya que ésta encapsula al APE y asi no pueden ser
reconocidos los epitopos de la molécula de APE. Asi pues, de las tres formas mas
grandes del APE, sélo el APE libre y el APE-ACT son inmunocdetectables por los
ensayos comerciales actuales (22).
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IV.2.2. INMUNOENSAYOS

Los inmunoensayos son procedimientos en los cuales se utilizan
anticuerpos como reactivos enlazantes “especificos". El principio de estos andlisis
es que se produce un enlace reversible especifico entre un antigeno y el
anticuerpo correspondiente, y esta interaccion da lugar a un complejo que puede
diferenciarse del ligando enlazado o libre. Para medir esta interaccion o formacion
de complejos, se aparean diversos marcadores en forma covalente a ligandos, lo
que permite detectar y cuantificar la molécula de interés (23).

ENSAYO RADIOINMUNOLOGICO

El ensayo radioinmunolégico (RIA) es una técnica inmunolégica en la que se
utilizan radioisotopos para detectar antigenos o anticuerpos en liquidos bioldgicos.

En este ensayo se incorpora una reaccién de enlace competitivo, en la cual
una cantidad fija de antigeno marcado radiactivamente y antigeno de la muestra
compiten por un nimero limitado de sitios de enlace especificos con el anticuerpo.
Tanto el antigeno marcado como el no marcado se enlazan con el anticuerpo y
forman complejos precipitables. Los antigenos marcados radiactivamente, tanto
libres como enlazados se separan y a continuacion se determina la radiactividad
del radiois6topo enlazado.

El porcentaje de antigeno marcado radiactivamente que se precipita
disminuye a medida que la concentracién de antigeno no marcado en la muestra
aumenta. Por tanto, la concentracion de antigeno en la muestra problema se
relaciona inversamente con la cantidad de radiactividad de la fraccion enlazada
(23) (Fig.8).
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Fig.8 Ensayo radioinmunoldgico por enlace en fase sdlida. A. Antigeno marcado
radiactivamente (sombreado) y estandares, controles 0 muestras que contienen
antigeno (Ag) se agregan a tubos recubiertos con anticuerpo (Ac). Los antige-
nos marcados y no marcados compiten por un nimero limitado de sitios de en-
lace Acy forman complejos. B. Se retiran los antigenos marcados radiactiva-
mente que quedan libres y se determina la radiactividad de la fraccién enlazada
(23).

ENSAYO RADIOINMUNOMETRICO

El principio en que se basa el ensayo radicinmunométrico (IRMA) es el uso
de un anticuerpo marcado radiactivamente para determinar la presencia de un
antigeno en liquidos biolégicos. En el ensayo IRMA se utiliza un exceso de
anticuerpo marcado radiactivamente para detectar todo el antigeno presente, por lo
cual es un analisis no competitivo. Se requiere de un paso de separacion para
diferenciar entre los anticuerpos marcados radiactivamente y enlazados con el
antigeno y el marcador libre. A continuacion se determina con un contador gamma
la radiactividad del marcador enlazado. El IRMA es similar al RIA porque utiliza
moléculas marcadas radiactivamente para detectar reacciones antigeno-
anticuerpo.
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Sin embargo, en el IRMA la molécula marcada es el anticuerpo, en
comparacién con el antigeno marcado radiactivamente en el RIA. Ademas todo el
antigeno no marcado se enlaza por el exceso de anticuerpo, por lo cual el analisis
de IRMA es mas sensible que el RIA (23) (Fig.9).

A

.

Fig.9 Ensayo radioinmunométrico en dos sitios en fase sblida. A. Las muestras,

controles y estandares que contienen antigeno (Ag) se agregan a tubos recu-

biertos de anticuerpos (Ac) y se forman complejos Ag-Ac. B. Se agrega un se-

gundo Ac marcado radiactivamente (sombreado), el cual reconoce y se enlaza

con un sitio Gnico en el mismo Ag, formando un complejo de gran tamarfio. A

continuacion se retira el segundo Ac marcado libre y se determina la radiactivi-
dad (23).

ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS

En el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) se utiliza un
marcador enzimatico en vez de un marcador radioisotopico para medir la formacién
de complejos antigeno-anticuerpo. El marcador enzimatico que se emplea en estos
analisis se conjuga con un ligando, que puede ser un antigeno, un anticuerpo
especifico para el antigeno de interés o un anticuerpo para el anticuerpo primario.
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En las pruebas de ELISA se requiere un paso de separacion para eliminar el
conjugado enzimatico libre antes de proceder a determinar la cantidad de
conjugado enzimatico enlazado. Para esto ultimo, se anade sustrato enzimatico y
se mide la reaccién catalitica entre la enzima y el sustrato. Por sus propiedades
cataliticas, las enzimas son marcadores muy sensibles y versatiles. Una sola
proteina enzimatica puede transformar en algunos minutos un gran nimero de
moléculas de sustrato en una cantidad igualmente abundante de producto final

produciendo un cambio de color amplificado y que se detecta con facilidad (23)
(Fig. 10).

A
8

vy @
@

Fig. 10 Prueba ELISA. A. Se hace reaccionar un nimero limitado de moléculas de
anticuerpo (Ac) unidas a perlas de poliestireno con antigeno (Ag) y antigeno con-
jugado con enzima &&g). Estos antigenos compiten por el sitio de enlace y forman
complejos. B. Las perlas se lavan para retirar el antigeno no enlazado, se agrega
sustrato enzimético (& ) y el antigeno conjugado con enzima, que se encuentra

enlazado transforma el sustrato en una producto colorido susceptible a medicion

(®)
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ENSAYO INMUNOFLUORESCENTE CON SUSTRATO MARCADO

El ensayo inmunofluorescente con sustrato marcado (SLFIA) es un ensayo
inmunolégico enzimatico en el que no se requiere separaciéon. En este analisis se
utiliza un sustrato enzimatico fluorescente como marcador y una reaccion enzima-
sustrato para detectar complejos anticuerpo-antigeno. El ensayo SLFIA se basa
en una reaccion de enlace competitivo entre un ligando fluorescente y un ligando
no marcado por un numero limitado de sitios de enlace especificos para
anticuerpos y los complejos correspondientes que se forman. Cuando los
anticuerpos se enlazan a la porciéon de ligando fluorescente, éste deja de ser
sustrato para la enzima; por tanto, la forma libre del marcador emite fluorescencia,
mientras que el marcador enlazado con el anticuerpo no. Se aifade enzima
después de que se forman los complejos correspondientes. No se requieren pasos
de separacion para distinguir entre el marcador libre y enlazado con el anticuerpo,
porque solo el marcador libre sirve como sustrato enzimatico y genera un producto
fluorescente. El producto fluorescente se mide con un fluorimetro (23).

IV.3. INVESTIGACIONES TEMPRANAS DEL APE LIBRE

Se ha sugerido que las formas moleculares del APE en particular el APE
libre puede dar informacién extra que ayudara a la discriminacion de padecimientos
prostaticos benignos y malignos.

Aunque las bases biologicas para estas investigaciones no estan claras,
muchos investigadores han confirmado que la proporcion de APE libre a APE total
es mayor en padecimientos benignos de la préstata y mas baja en pacientes con
cancer prostatico.

Se ha especulado que este incremento podria deberse a las diferencias
mecanicas entre las células normales o benignas y las malignas en la produccién
de ACT o en la liberacion del APE a la circulacion general asociada a la pérdida de
la arquitectura del tejido en el cancer (24).

En otras palabras, parece ser que hay una producciéon prostatica local de
ACT, y que se localiza en el epitelio glandular. La transcripcion de ACT y la
proteina de ACT expresada son detectadas en la mayoria de las células tumorales
de los canceres prostaticos. En contraste, la transcripcion de ACT y la proteina de
ACT expresada son escasas en el epitelio productor de APE en los nddulos
hiperplasicos.
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IV.4. USO DEL PORCENTAJE DE APE LIBRE

El APE es producido por las células prostaticas malignas y no malignas. Asi
pues, hay un entrecruzamiento en los niveles del APE total entre hombres con
hiperplasia prostatica y aquellos con cancer de préstata (26). Es por eso que se
dice que el APE no es especifico para cancer de prostata; un valor sérico elevado
no siempre indica cancer de préstata, y un valor dentro del intervalo de referencia
no siempre indica que hay ausencia del mismo (27).

La mayoria de los pacientes con cancer de prostata y ligera elevacion de la
concentracion del APE tienen el padecimiento en etapa temprana y donde mas de
la mitad de los pacientes con concentraciones arriba de 10.0 ng/ml tienen el
padecimiento en etapa avanzada. Es por eso que la medicion de la forma libre del
APE y su porcentaje en suero es un camino potencial para mejorar la deteccion del
cancer de prostata (28).

IV.5. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE APE LIBRE

La mayoria de las investigaciones del porcentaje de APE libre han incluido
pacientes con un incremento minimo en el valor del APE total y se han enfocado
en la capacidad del porcentaje de APE libre para mejorar la especificidad. La
definicion de un incremento minimo en la concentracion sérica del APE ha sido
arbitrario, sin embargo, han variado desde 4.1 ng/ml hasta 10.0 6 20.0 ng/ml.
Ademas el porcentaje de APE libre puede mejorar también la sensibilidad en
pacientes con valores de APE dentro del intervalo normal.

Entonces, ¢como usar mejor la informacion que el porcentaje de APE libre
proporciona? La respuesta aun es controversial. Un método que ha sido
ampliamente utilizado es el de proponer un punto de corte que comresponda a una
sensibilidad clinica entre el 90 y 95% y asi calcular la especificidad resultante. Con
un intervalo de sensibilidad de 90 a 95% , puntos de corte de 14 a 18% de
porcentaje de APE libre reportan intervalos de especificidad de 19 a 64%
correspondientemente (22).




Antigeno Prostatico Especifico Libre ]

IV.5.1. USO DEL PORCENTAJE DE APE LIBRE CON APE NORMAL

Cuando el APE total esta en el intervalo normal, es decir, hasta 4.0 ng/ml, el
objetivo es incrementar la deteccion de cancer (sensibilidad) con un aumento en el
nimero de biopsias realizadas. En una investigacion hecha por Vashi y col. (6)
determinaron que un punto de corte del porcentaje de APE libre de 0.19 (o0 menor)
detectd el 90% de todos los canceres en el subgrupo de valores de APE total de
3.0 24.0 ng/ml.

El estudio de Catalona y col. (28) sostienen también la capacidad del
porcentaje del APE libre para mejorar la deteccién de cancer cuando el valor esta
dentro del intervalo normal. Estos investigadores tomaron a 120 hombres con
valores de APE total entre 2.8 y 4.0 ng/ml. Con el uso del punto de corte de 0.21,
el 91% de los canceres fueron detectados. Asi pues, el porcentaje de APE libre
puede aumentar significativamente la deteccion de cancer cuando el APE total esta
en el limite superior del valor normal.

IV.5.2. USO DEL PORCENTAJE DE APE LIBRE CON VALORES DE APE
ENTRE 4.1 Y 10.0 NG/ML

Con el intervalo de APE total entre 4.1 y 10.0 ng/ml, el objetivo es eliminar
las biopsias prostaticas innecesarias (mejorar la especificidad) sin comprometer la
deteccion de cancer. En un muestreo, Keetch y col. (29) determinaron que un 20%
de hombres con el valor de APE total entre 4.1 y 10.0 ng/ml tuvieron cancer.
Entonces se determiné que el punto de corte apropiado para el porcentaje de APE
libre es 0.24, esto es, todos los pacientes con valores de porcentaje menores o
igual de 0.24 deberian realizarse biopsia, y aquellos con valores mayores de 0.24
no deberian de tener biopsia. Este punto de corte mantiene el 95% de sensibilidad
para la deteccién de cancer.

Catalona y col. (28) determinaron que un punto de corte de 0.234 mantiene
el 90% de sensibilidad. En un estudio de 57 pacientes, Luderer y col. (21)
examinaron la utilidad del porcentaje del APE libre entre el intervalo de 4.1 y 10.0
ng/ml y reportaron que un punto de corte de 0.25 detecta todos los canceres.
Aunque ellos sugieren un punto de corte de 0.20, el cual tiene un 88% de
sensibilidad y un 50% de especificidad.

29



Antigeno Prostatico Especifico Libre |

A continuacion se muestran en forma resumida varios estudios donde se
sugieren intervalos de sensibilidades del 90 al 95%, puntos de corte de 0.14 a 0.28
de APE libre y especificidades que varian desde 19 hasta un 64% (24). Tabla 2.

Tabla 2. Diversos estudios para mejorar la deteccién temprana del cancer de prostata.

Referencia APE total ng/ml _Céncer/No cancer % APE libre % sensibilidad % especificidad

(poblacitn) punto de corte

Christensson y col. 4.0-20.0 No disponible 18 71 a5
Luderer y col. 4.0-10.0 25/32 25 100 31
Catalona y col. 4.0-10.0 63/50 20 90 38
Bangma y col. 4.0-10.0 33/107 28 91 19
Cheny col. 25200 165/263 25 95 26
Prestigiacomo y col. 4.0-10.0 20/28 14 95 64
15 95 56

Elgamal y col. 3.0-15.0 37/48 18 95 40
Van Cangh y col 2.0-30.0 154/266 25 90 38
2.0-10.0 90/205 25 390 38

Catalona y col. 2640 521232 26 20 24
Partin y col. 4.0-10.0 139/78 20 95 29

Con el avance de estos estudios se podra relacionar ain mejor los factores
que pueden influenciar en la aparicion de una hiperplasia prostatica o un cancer de
prostata, y como tomar mejores decisiones sobre el uso del porcentaje de APE
libre.

De esta manera, el porcentaje de APE libre serd un marcador adicional
que, junto con otras metodologias, lograran un mejor diagnéstico en el cancer de
prostata.
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V. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

V.1. HIPOTESIS
La implementacién de una nueva prueba de laboratorio como el APE libre,
servira para mejorar la deteccion del cancer de préstata, en lugar de usar

solamente la medicion del APE total. Ademas sera de gran ayuda para el médico
en el establecimiento del diagnéstico final del paciente.

V.2. OBJETIVOS

V.2.1. OBJETIVO GENERAL
Proporcionar toda la informacién posible para el uso del APE libre y

comprobar si realmente serd una prueba de apoyo diagnéstica para detectar
tempranamente el cancer de prostata.

V.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer el intervalo de referencia para la prueba de APE libre.
e Proponer un punto de corte para el porcentaje de APE libre.
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VI. MATERIAL Y METODO

V1.1. MATERIAL

Estudio prospectivo transversal de 50 varones donadores de sangre con
edades desde los 30 aiios hasta los 50 afios presentando buen estado general y
sin presentar antecedentes de patologias prostaticas.

Las muestras fueron recolectadas por puncién venosa obteniendo
aproximadamente 5 ml de sangre, se separd el suero del paquete celular y las
muestras de suero se almacenaron a una temperatura de —20°C hasta su
procesamiento.

A las 50 muestras se les realizo la prueba de APE total y APE libre para que
con estos parametros calcular la proporcion de APE libre a total y de aqui el
porcentaje de APE libre. Estos calculos, el instrumento a utilizar, los puede hacer
automaticamente denominando como razén a la proporcion de APE libre a total, o
bien, se puede hacer de forma manual como sigue:

APE libre (ng/ml) = proporcion libreftotal
APE total (ng/ml)

Proporcion libreftotal x 100 = porcentaje de APE libre (%)

También se incluye a un grupo de 33 pacientes que presentaron
elevaciones en el nivel sérico tanto de APE total y APE libre, y que acudieron al
servicio de urologia del INCan por un diagndstico de cancer de prostata; o que no
tenian elevacion del APE pero presentaban la sintomatologia caracteristica de un
padecimiento prostatico. Se tomaron como datos las concentraciones de APE total
y APE libre,asi como el porcentaje de APE libre, ademas se clasificaron de
acuerdo al padecimiento que presentaron y el grado histolégico de acuerdo al
sistema Gleason, que se basa en el grado de diferenciacion de las células
tumorales. Asi, el paciente que presente un Gleason elevado, el tumor estara
caracterizado por células tumorales indiferenciadas. El prondstico empeora
progresivamente con la pérdida de la diferenciacion glandular. Tabla 3.
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Tabla 3. Pacientes que acudieron al
|servicio de urologia.
n = namero
Cancer de préstata
Grado Histoldgico
Gleason 5 n=1
6 n=2
7 n=6
8 n=6
9 n=3
Metastasis Oseas n=3
No detemminado n=7
Padecimiento benigno
Hiperplasia prostatica n=2
Prostatitis n=3
TOTAL 33
Pacientes|

Se compard esta poblacion con los valores obtenidos de la poblacion sana
para mostrar la diferencia que puede existir entre los valores de ambas
poblaciones.

Vi.2. METODO

La medicion del APE total y APE libre se realizd usando el sistema
automatizado AxXSYM de ABBOTT, el cual es un analizador de acceso continuo y
aleatorio. Se utiliz6 la tecnologia de Inmunoensayo Enzimatico de Microparticulas
(MEIA, Microparticles Enzime Immunoassay) para ambos ensayos, asi como para
las calibraciones y controles. El ensayo de APE total reconoce tanto al APE libre
como al APE unido. La sensibilidad de estos ensayos es de 0.1ng/mi (28).

V1.2.1. PRINCIPIOS DE LA REACCION MEIA

La tecnologia MEIA utiliza una solucidon de particulas suspendidas del
tamaiio de un submicron para medir a los antigenos de interés. Las particulas
estan cubiertas con un anticuerpo especifico para el antigeno que se va a medir,
que es el APE libre
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El area de superficie efectiva incrementa la reaccion del ensayo y asi
decrece el tiempo de incubaciéon. Esto permite al ensayo MEIA alcanzar el
equilibrio en menos tiempo que otros inmunoensayos.

En el centro de muestras, los reactivos y las muestras se transfieren a una
celdilla de reaccion. Esta celdilla de reaccion es transferida al centro de
procesamiento donde la muestra y los reactivos se incuban para pemitir que
lleguen a la temperatura de reaccion.

Los reactivos y la muestra se combinan y la mezcla de reaccion se
transfiere a una matriz de fibra de vidrio inerte. La union ireversible de las
microparticulas provoca que el complejo antigeno-anticuerpo sea retenido por las
fibras de vidrio mientras la mezcla de reaccién fluye rapidamente a través de los
grandes poros de la matriz. (Fig.12).

Un conjugado marcado con fosfatasa alcalina se adiciona a la matriz de
fibra de vidrio antes de la adicion del 4-metil-umbeliferil fosfato (MUP). El
conjugado cataliza la hidrélisis del MUP a metil-umbeliferona (MU). La medicion del
MU fluorescente que se genera en la matriz es proporcional a la concentracién del
antigeno en la muestra a ensayar (28).

.. Matriz de fibra de Vidrio

Secante

=7 Celdilla

Fig. 12 Matriz de fibra de vidrio

36



Antigeno Prostatico Especifico Libre |

VI1.2.2. REACTIVOS DE MEIA

Los reactivos para el ensayo APE libre son:

e Microparticulas cubiertas con un anticuerpo de captura anti-APE.
¢ Solucion 1-sustrato fluorescente 4-metil-umbeliferil fosfato (MUP).
o Fosfatasa alcalina-conjugado marcado (anti-APE libre).

V1.2.3. REACCION MEIA PARA EL ENSAYO DE APE LIBRE

1. El antigeno se une a las microparticulas.
La muestra y las microparticulas se combinan e incuban a una temperatura de
reaccion. Durante este periodo de incubacion, el APE libre se une a las
microparticulas creando un complejo antigeno -anticuerpo

2. El complejo antigeno-anticuerpo se une a la matriz de fibra de vidrio.
La canula procesadora aspira la mezcla de reaccién del pocillo de incubacion
de la celdilla de reaccion y la dispensa a la celdilla matriz. El complejo antigeno-
anticuerpo se une irreversiblemente a la matriz de fibra de vidrio. Un lavado de
esta matriz remueve los materiales no unidos. Este complejo esta retenido en
las fibras de vidrio mientras el exceso de la mezcla de reaccion fluye a través
de los poros de la matriz (Fig. 13).

.. Complejo antigeno-anticuerpo
. _ Fibra de Vidrio

Fig. 13 El complejo arrtigeno—anticﬁerpo se une a las fibras de vidrio de la matriz.
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3. Un conjugado complementa al complejo antigeno-anticuerpo.
La canula procesadora transfiere a la fosfatasa alcalina-conjugado marcado anti
APE libre de la celdilla de reaccion a la celdilla matriz. El conjugado se une al
complejo antigeno-anticuerpo para completar el “sandwich® de anticuerpo-
antigeno-conjugado. La matriz se lava de nuevo.

4. El MUP se convierte en MU.
El dispensador de la solucién 1 ainade el sustrato 4-metil-umbeliferil fosfato
(MUP) a la celdilla matriz. El conjugado de fosfatasa alcalina cataliza la
hidrélisis del MUP a 4-metil-umbeliferona (MU).

5. La generacion de MU es proporcional a la concentracion del antigeno.
La 6ptica MEIA mide la velocidad a la cual MU, el producto fluorescente, es
generado en la matriz de fibra de vidrio. La velocidad con que MU es generada
en la matriz es proporcional a la concentracion del APE libre en la muestra a
ensayar (28).

En la figura 14 se ilustra la secuencia de una reaccion MEIA, donde:

A. Las microparticulas recubiertas con anti-APE se unen al APE libre contenido
en la muestrra fomandose un complejo antigeno-anticuerpo.

B. Se adiciona el conjugado fosfatasa alcalina- anti APE libre

C. Se aiade el sustrato 4-metil-umbeliferil fosfato para producir un producto
fluorescente.
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VI.2.4. PRINCIPIOS DE LA CALIBRACION DEL ENSAYO APE LIBRE (30)

Una curva de calibracion es definida cuando se ensaya un conjunto de
muestras con concentraciones conocidas del analito, en este caso, de APE libre.
Estas muestras llamadas calibradores, son especificas para el APE libre y cubren
un amplio intervalo de valores.

Interpolando el valor medido contra la concentracion de este grupo de
calibradores se crea la curva de calibracion. Esta curva es almacenada en el
sistema. Cuando se efectia un ensayo, ya sea de controles y/o muestras, el
sistema calcula el valor de estos controles 0 muestras de la curva de calibracion
almacenada.

Para el ensayo de APE libre se utilizaron 2 tipos de calibraciéon segin la
casa comercial ABBOTT:

e Curva de calibracion principal (Master calibration curve):

En este caso, se ensayan dos calibradores con concentraciones ya establecidas
etiquetados como Calibrador Principal 1 (M-Cal1) y Calibrador Principal 2 (M-Cal2).
El sistema utiliza los dos calibradores y la curva principal se almacena. (Revisar
tabla 5, pag 44).

e Curva de calibracion estandar (Standard calibration curve):

Se tiene la opcion de realizar una calibracion estandar en lugar de realizar la
calibracién principal. Se utilizan 6 calibradores de diferentes concentracion
etiquetados de la A a la F. Este tipo de calibracién se realiza generalmente cuando
un nuevo lote de reactivo es usado. (Tabla 4, pag 44)

ALMACENAMIENTO DE LA CURVA

Si la calibracion pasa los criterios , el instrumento almacena la calibracion
como una curva activa para ese lote del ensayo. Cuando se calibra un nuevo lote
de reactivo, esta calibracion es la nueva curva activa y la curva anterior es
eliminada.

Si alguno de los valores difiere de la concentracion predeterminada para el
ensayo, la calibracion se clasifica como una curva invalida. Esta curva se
almacena s6lo hasta que se realiza otra calibracién del ensayo y quede como
curva activa.
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V1.2.5. CONTROLES (30)

Los confroles, son muestras de concentracion conocida de un intervalo
establecido para el APE libre. Estos controles, por lo general, tienen una
concentracion del APE libre diferente a la de los calibradores y representan valores
criticos para el ensayo especifico. Los controles se presentan en tres niveles de
concentracion; bajo, medio y alto.

Generalmente, se ensayan tres controles inmediatamente después de los
calibradores para probar la nueva curva de calibracion almacenada.

VI.2.6. CONTROL DE CALIDAD

Se aplicd el requisito de control de calidad recomendado para el ensayo
AxSYM APE libre, el cual consiste en el andlisis de una muestra de todos los
niveles de los controles de APE libre en distintos dias (30).

La carta de control de Levy-Jennings ha sido empleada para representar las
observaciones de los controles en funcion del tiempo. Los resultados de los
controles son expresados en el eje de las ordenadas con respecto al tiempo en el
eje de las abscisas. Esta carta muestra el valor medio esperado mediante una
linea horizontal en el centro y los valores limite del control aceptables se delimitan
mediante lineas horizontales arriba y debajo de la linea media. La interpretacién de
esta carta de control consiste en considerar que la prueba esta controlada cuando
los valores se encuentran dentro de estos limites y se encuentra fuera de control
cuando un resultado supera tales limites.

Para construir estas cartas se traza una horizontal que representa la media
del valor de la muestra control. Se determinan los limites control superior e inferior
para esa media, sumando y restando dos desviaciones estandar (31).
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VI.2.7. PARAMETROS ESTADISTICOS EMPLEADOS (23, 32)

e MEDIA ARITMETICA O PROMEDIO. Es un valor tipico o0 representativo
de un conjunto de datos. Indica el centro de la distribucién. Se simboliza
con la letra X.

X =2x
n

Donde X = media aritmética o promedio
Yx = suma de los valores individuales de la serie
n = tamano de la muestra

e Desviacion estandar (DE). Mide la extension de la distribucion
expresando qué tanto se agrupan los datos alrededor de la media.

DE = |Z(x—x)

n-1

El significado de DE, es que cuanto mas pequefia es la desviacion
estandar, tanto mas agrupados estan los datos alrededor de la media.

e Coeficiente de variacion (CV). Es la desviacion estandar calculada
como porcentaje de la media.

Cv=_DE_ x 100
X
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Positivo verdadero (PV). Resultado positivo para pacientes que padecen
la enfermedad.

Negativo verdadero (NV). Resultado negativo para pacientes que no
tienen la enfermedad.

Positivo falso (PF). Resultado positivo para pacientes que no tienen la
enfermedad.

Negativo falso (NF). Resultado negativo para pacientes que tienen la
enfermedad.

Lo ideal seria que todos los resultados positivos fueran positivos verdaderos
y todos los negativos, negativos verdaderos; sin embargo, no siempre ocurre asi,
y en general, existe un cierto equilibrio entre positivos y negativos verdaderos, y
positivos y negativos falsos que deben tenerse en cuenta en todas las nuevas

pruebas.

Sensibilidad. La sensibilidad diagnostica es la probabilidad de que el
resultado de una prueba sea positivo cuando estd presente la
enfermedad que la prueba detecta. Compara el nimero de resultados
positivos verdaderos con todas las pruebas de pacientes que debieron
haber dado resultados positivos en el estudio.

Sensibilidad = PV x 100
PV + NF

Especificidad Es la probabilidad de que el resultado de una prueba sea
negativa cuando la enfermedad que dicha prueba detecta no esta
presente Compara el nimero de negativos verdaderos con todas las
muestras de pacientes cuyos resultados debieron ser negativos.

Especificidad = NV x 100
NV + PF
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e Eficacia diagnéstica (ED).. Se expresa por la suma de la especificidad y
sensibilidad para diferenciar entre sujetos sanos y enfermos.

ED = PV + NV x 100
Total de enfermos +
Total de sanos
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CAPITULO ViI
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Vil. RESULTADOS Y DISCUSION

Vil.1. CALIBRACION

Para la calibracion del ensayo APE libre, se realizaron las curvas principal y
estandar para asi evaluar al instrumento y a la calibracion del ensayo.

En la curva estandar, se ensayaron los 6 calibradores de la A a la F.Tabla 4.
Las concentraciones de los calibradores se introdujeron manuailmente al sistema,
dando las lecturas de MEIA como resultado. La medicion del producto fluorescente
(MU) se utiliza para generar la curva de calibracién usando las concentraciones de
los calibradores.

Tabla 4. Resultados de la calibracion estandar.

Calibrador | Concentracién ng/ml | Lectura MEIA
A 0.000 3.95
B 0.200 52.93
C 2.500 585.210
D 5.000 1066.63
E 7.500 1498.98
F 10.000 1913.02

Y para la calibracion principal se ensayaron los dos calibradores M-Cal1 y
M-Cal2 para obtener dos puntos. Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de la calibracion principal

Calibrador _|Concentracién ng/m! |Lectura MEIA
M-Cal 1 0.0 3.95
M-Cal 2 25 585.21
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Gréfica 1. Lecturas obtenidas para la calibraciéon estandar.
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Gréfica 2. Lecturas obtenidas para la calibracién principal.

47



AnﬁgenoProstéﬁcoEspeciﬁcoLibrel

Al terminar estas calibraciones, el instrumento acepté las curvas, ya que
cumplieron con las especificaciones designadas a los parametros de validez que
seleccionamos, estos son que la reaccion sea lineal hasta la concentracion de 10.0
ng/ml; y que correspondan las lecturas a las concentraciones que se introdujeron
manuaimente.

VIl.2. CONTROLES

Después de aceptadas ambas curvas de calibraciéon, se analizaron los
controles en sus tres niveles de concentracion. Tabla 6.

Tabla 6. Concenfraciones establecidas para los controles de APE libre

Concentracion ng/ml | Intervalo
_ng/mi
APE libre Bajo 0373 0.3-0.5(0.4)
Medio 0.932 0.81.2(1.0)
Alto 6.18 5.6-8.4(7.0)

Y asi evaluamos la calibracion del ensayo, la cual es aceptable porque los
controles estan dentro del intervalo establecido.

Vil.3. CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad se llevd a cabo ensayando durante 15 dias a los
controles en sus tres niveles para de esta manera evaluar la precision del ensayo y
para verificar también el desempeiio del instrumento. Tabla 7.
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Tabla 7. Control de calidad APE libre

Dia | Control Bajo | Control Medio | Control Alto
ng/mi ng/mi ng/ml
1 0.373 0.932 7.386
2 0.348 0.946 6.900
3 0.401 0.953 7474
4 0.351 0.920 6.892
5 0.377 0.994 6.949
6 0.374 0.984 6.953
7 0412 1.072 6.867
8 0.388 1.006 7.211
9 0.407 1.060 7.030
10 0.403 1.020 7174
11 0.402 0.946 7.066
12 0.407 1.018 6.980
13 | © 0392 1.051 7.462
14 0.368 0.998 6.996
15 0.406 0.967 6.792

Se calculd la media, la desviacion estandar para establecer los limites
superior e inferior en las cartas de Levy-Jennings, asi como el coeficiente de

variacion de cada control. Tabla 8.

Tabla 8. Estadistica del Control de Calidad de APE libre

Control n Media DE % CV
Bajo 15 0.387 0.021 5.42
Medio 15 0.991 0.047 4.74
Alto 15 7.075 0.219 3.10

Se graficaron los valores de cada control en diferentes cartas de Levy-
Jennings para ver la distribucion que presentaron estos controles. Graficas 3, 4 y

5.
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Vii.4. DETERMINACION DEL INTERVALO DE REFERENCIA DE APE LIBRE

Se ensayaron los 50 sueros de los pacientes para APE total y APE libre y
poder calcular la proporcidén de APE libre a APE total para posteriormente calcular

el porcentaje de APE libre.

Los resultados son: de una poblacion n igual a 50, se tiene una suma total
de los valores individuales de APE de 11.139 ng/ml, calculando la media (x) da un
valor de 0.221 ng/ml. De estos datos, se calculd la desviacion estandar (DE),
dando un valor de 0.095, para determinar el intervalo de referencia que ocupara el
95.5% de confidencia entre la poblacion estudiada, para esto, calculamos + 2DE a
partir de la media obteniéndose el intervalo de 0.031 a 0.411. Estos datos se

agrupan en la tabla 9.
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Tabla 9. Estadistica desciptiva para la poblacion de referencia

n 50

x fotal 11.139 ng/ml
X 0.221 ng/mi
DE 0.095
cv 43%

+2DE 0411 ng/ml
2DE  0.031 ng/mi

Como el ensayo tiene una detectabilidad de 0.01 ng/ml, o sea, que es la
minima concentracion detectable de APE libre, se puede partir de una

concentracion de 0.0 ng/mil.

Entonces el intervalo de referencia que se propone para el nuevo ensayo de

APE libre de 0.000 hasta 0.411 ng/ml.

Obteniendo este intervalo, comparamos los valores de APE total y APE
libre, asi como el porcentaje de APE libre del grupo de pacientes sanos y de los
33 pacientes que acudieron al servicio de urologia. Tabla 10.

Tabla 10. Estadistica desciptiva para los grupos estudiados.
Donadores Cancer Benignos
no. (%) no. (%) no. (%)
Total de muestras 50(100) 28 (100) 5 (100)
APE total (ng/ml)
<40 50 (100) 8(28) 4 (80)
4.0-10.0 0(0) 5 (18) 1(20)
>10.0 0(0) 15 (54) 0(0)
APE libre (ng/ml)
<0411 46(92) 7 (25) 3 (60)
>0.411 4(8) 21 (75) 2 (40)
% APE libre
<15 4(8) 19 (68) 1(20)
15.1-20 9(18) 4 (14) 2 (40)
201-25 6(12) 2(7) 2 (40)
>25 31(62) 3(11) 0(0)
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Con los resultados obtenidos para este ensayo, se calculd la probabilidad
por medio de la Exacta de Ficher y Yates siendo de 0.002, asi el ensayo es
significativo para la deteccion temprana del cancer de prostata.

Con el intervalo establecido para el ensayo de APE libre, se calculd la
sensibilidad y la especificidad del ensayo-para el grupo de pacientes con cancer de
prostata y con padecimientos benignos; tanto para cualquier valor de APE total,
tabla 11; como para valores de APE total entre 4.0 y 10.0 ng/ml que es donde
existe la mayor confusion para discriminar entre los padecimientos benignos y el
cancer, tabla 12.

Tabla 11. Estadistica descriptiva para la poblacion urolégica
tomando en cuenta todos los valores de APE total.

Todos los valores de APE total
‘Parametros APE libre
Estadisticos 0.0 - 0.411 ng/mi
Sensibilidad 75%
Especificidad 60%
Eficacia diagndstica 2%

Tabla 12. Estadistica descriptiva para aquellos pacientes que
presentaron valores de APE total entre 4.0a 10.0 ng/ml.
Valores de APE total 4.0-10.0ng/mi

Parametros APE libre
Estadisticos 0.0-0.411 ng/ml
Sensibilidad 80%
Especificidad 100%

Eficacia diagndstica 83%
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Gréfica 6. Valores de APE libre para la poblacion estudiada.

En la grafica 6, se muestran los valores medios de toda la poblacion
estudiada, donde se observa que los pacientes con cancer de prostata presentan
valores de APE libre por arriba del limite superior del intervalo de referencia, y
donde los pacientes con padecimientos benignos presentan una ligera elevacion

en la concentracion del APE libre.

VIL5. PUNTO DE CORTE PARA EL PORCENTAJE DE APE LIBRE

Se analizaron varios puntos de corte para el porcentaje de APE libre y se
determiné la sensibilidad y especificidad de cada uno; también se determind
cuantos casos positivos se detectarian y cuantos no, para de esta manera concluir
cual seria el punto de corte 6ptimo. Tabla 13.
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Tabla 13. Puntos de corte propuestos.

Punto de corte] Sensibilidad | Especificidad | Cancer detectado | Cancer no detectado
(%) (%) (%) no. (%) No. (%)
15 67 80 19 (68) 9 (32)
16 71 40 20(71) 8 (29)
17 75 40 21 (75) 7 (25)
19 78 40 22 (79) 6 (21)
20 82 40 23 (82) 5(18)
21 86 20 24 (86) 4(14)

De acuerdo a la tabla, un punto de corte de 21% detectaria el 86% de los
canceres, aunque el 14% no los detectaria. Un punto de corte mas alto sacrificaria
a la especificidad.

En la grafica 7 observamos la distribucion de los valores de % de APE libre
tomando en cuenta a todos los valores de APE total, y en la grafica 8 tomando en
cuenta sélo a los valores entre 4.0 a 10.0 ng/ml donde existe el entrecruzamiento
para los pacientes con cancer prostaticoy con padecimientos benignos.
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Gréfica 7. Valores del porcentaje de APE libre con todos los valores de APE total.
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Gréfica 8. Valores del porcentaje de APE libre con valores de APE total entre 4.0 a 10.0 ng/ml

De acuerdo a los resultados obtenidos, para aquellos pacientes que tienen
un porcentaje de APE libre mayor de 21% tendran la probabilidad de presentar un
padecimiento benigno, ya sea una prostatitis 0 una hiperplasia; en cambio aquellos
pacientes con un porcentaje de APE libre menor de 21% tendran la probabilidad de
padecer cancer prostatico.

La bibliografia hace mayor énfasis en el porcentaje de APE libre, ya que
esta proporcion es la que mejor ilustra la capacidad para poder discriminar entre el
cancer de prostata de los padecimientos benignos. Se han mencionado varios
puntos de corte, que varian desde el 14% hasta el 28%. Aunque en este trabajo se
incluyé a un grupo reducido de pacientes, con el punto de corte propuesto, existe
similitud con el estudio de Catalona y col. (28) quienes reportan un punto de corte
de 20% con una sensibilidad y una especificidad de 90% y 38% respectivamente.
También revisando el estudio de Vashi y. Oesterling (6) se menciona un punto de
corte de 22%, teniendo una sensibilidad de 90% y una especificidad de 19%.

56



Antigeno Prostitico Especifico Libre |

CAPITULO Vili

57



Antigeno Prostético Especifico Librﬂ

VIill. CONCLUSIONES

El intervalo establecido para el APE libre fue de 0.0 a 0.436 ng/ml, y el
punto de corte propuesto es de 21% de APE libre.

El presente trabajo muestra semejanza con la bibliografia internacional para
la propuesta de un punto de corte del porcentaje de APE libre, por lo que se
cumplen las espectativas establecidas.

La determinacion del APE libre es una prueba sencilla y junto con la
determinacion del APE total se podra mejorar la deteccion temprana del cancer de
prostata. Aunque con un valor de APE total por arriba de 10.0 6 hasta 20.0 ng/mi
ya se estara sospechando mayormente de un cancer de prostata; un valor de APE
total de 3.0 6 quiza hasta 10.0 ng/ml, cabria la posibilidad de una prostatitis o una
hiperplasia, en estos casos, si seria Util la determinacién del APE libre y su
correspondiente porcentaje de APE libre.

Esta prueba, podria decir, que no es definitiva, sino que se deberia realizar
en conjunto con otros examenes, como el examen digito-rectal y el ultrasonido
transrectal; ya que sirve para guiar al médico en el establecimiento del diagnéstico.
Tomando en cuenta que anteriormente se ha hecho la historia clinica del paciente
a tratar.

Pero alin queda mucho por esudiar de esta patalogia que ocupa un lugar
preocupante entre la poblacion masculina.
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