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PROYECTO FINAL

Desarrollo de un dispositivo de
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4. Estrategia de búsqueda electrónica 33
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35. Test rápido de ant́ıgenos (Ag) para detectar el coronavirus en sangre en 15 minutos.

Marca Abbot, modelo PANBIO™ COVID-19 Ag. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
36. Croquis de la base de un soporte realizado en SolidWorks 2020. . . . . . . . . . . . 56
37. El soporte superior con el orificio para la entrada de la muestra y el rectangulo para
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Desarrollo de un dispositivo de diagnóstico rápido basado en un
inmunoensayo de flujo lateral para la detección del gen PCA3 en

orina

por Camila GONZALO

El diagnóstico del cáncer de próstata (PCa) es un área dentro de la uroloǵıa que genera polémi-
ca. Las recientes investigaciones del cáncer destacan los beneficios que se obtienen de las tecnoloǵıas
no invasivas en la detección de la patoloǵıa[1]. La habilidad de medir y monitorear los biomarcado-
res del cáncer en los distintos fluidos corporales, impacta directamente en las prácticas oncológicas.
La disciplina todav́ıa está en la búsqueda de los biomarcadores adecuados para el diagnóstico del
cáncer y las potenciales aplicaciones de los dispositivos no invasivos que brindarán mejor atención
y cuidado del paciente.

Por convención, el diagnóstico del PCa se realiza mediante un examen rectal, un análisis del
ant́ıgeno prostático espećıfico (PSA) y se confirma con una biopsia del tejido afectado del paciente.
Frente a esta metodoloǵıa, los dispositivos no invasivos presentan ventajas dado que son conve-
nientes y aceptables no sólo para la detección del cáncer, sino también para el manejo de pacientes
especialmente en aquellos donde la extracción del tejido resulta inadecuada. Más aún, la represen-
tación de la biopsia puede resultar incompleta dada la heterogeneidad tumoral. Por este motivo,
los biomarcadores en los fluidos corporales son relevantes puesto que proporcionan una evaluación
integral del cáncer. Los biomarcadores son utilizados en la práctica cĺınica habitual de oncoloǵıa
como método complementario a la biopsia para definir el diagnóstico del paciente[2].

En este proyecto, se realiza una búsqueda sistemática en PubMed para lograr encontrar un
biomarcador espećıfico para el cáncer de próstata en orina. Se seleccionan los estudios y ensayos
cĺınicos actualizados, con ellos se realiza un análisis estad́ıstico con programación en R y se corro-
bora la calidad de los estudios elegidos con la herramienta para diagnóstico QUADAS. Por último,
se analiza la implementación de la tecnoloǵıa 3D en la fabricación de un dispositivo de prueba
rápido con el biomarcador analizado previamente y se presenta un diseño simplificado del mismo
desarrollado en SolidWorks 2020.
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Parte I

Fundamentos teóricos

Crédito: National Cancer Institute
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1. Introducción

1.1. Marco de realización

El presente proyecto se basa en el diseño de un dispositivo capaz de detectar un biomarcador
asociado al cáncer de próstata (PCa) en la orina del paciente. La próstata forma parte del sistema
urinario y reproductivo del hombre, esto hace que sea posible hallar protéınas secretadas por la
próstata en la orina. Teniendo en cuenta todos los tejidos involucrados en el sistema urinario y
reproductivo de las mujeres y los hombres, la próstata es el órgano que presenta más estudios
cient́ıficos hasta la fecha. Por lo tanto, se eligió estudiar el cáncer de próstata por el alto nivel de
estad́ısticas disponibles y el gran número de investigaciones sobre los biomarcadores relacionados
con la incidencia del cáncer. Para tal fin, se realizó un análisis sistemático de las investigaciones
seguido de uno estad́ıstico para realizar la elección del biomarcador más adecuado para detectar
el PCa en la orina del paciente.

El mismo procedimiento realizado en este proyecto puede ser replicado para otros tipos de
cáncer cuando la cantidad de estudios cient́ıficos sobre los biomarcadores sea de la misma magni-
tud que para el cáncer de próstata. La próstata tiene el foco de la comunidad médica dado que es
el segundo tumor que causa más muertes en hombres por detrás del cáncer de pulmón[3]. Basa-
do en las estad́ısticas de GLOBOCAN (Observatorio Global del Cáncer) del 2018, se reportaron
1,276,106 nuevos casos de cáncer de próstata a nivel mundial con una prevalencia mayor en los
páıses desarrollados[4]. Esta diferencia de incidencia refleja la disparidad en el uso de las diferentes
herramientas diagnósticas disponibles en cada región.

El objetivo del proyecto es realizar un dispositivo que cumpla con las directivas que promulgó la
Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 2006 para el desarrollo de tecnoloǵıas de diagnósti-
co dirigidas al control y tratamiento en sectores de bajos recursos. Para ello, el dispositivo de-
be ser ASSURED (por sus siglas en inglés: Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid,
Equipment-free, Deliverable), es decir, económico, sensible, espećıfico, de uso práctico, rápido, sin
equipamiento y entregable.

Gran parte del proyecto fue desarrollado durante el año 2020 a la par de la evolución de la
pandemia causada por el Coronavirus SARS-CoV-2, un virus identificado en diciembre del 2019 en
Wuhan, capital de la provincia de Hubei en China. El virus causó cuarentenas estrictas en distintos
continentes y ante la necesidad global, se aceleró el paso a la virtualidad de distintas áreas. La
urgencia en el mundo cient́ıfico por el conocimiento rápido logró que varias revistas, editoriales,
universidades de prestigio como Nature Medicine, Springer y Harvard University publiquen sus
investigaciones en plataformas de público acceso. Este hecho causó un crecimiento exponencial en
la cantidad de información disponible sobre distintas enfermedades. Más aún, la pandemia generó
un interés particular en las pruebas de diagnóstico rápido dada la urgencia por detectar la presencia
del virus en las distintas poblaciones. Las publicaciones cient́ıficas analizadas para la elección del
biomarcador adecuado en este proyecto fueron liberadas para el público en general en el año 2020.

1.2. Objetivos

El cáncer de próstata (PCa) es la neoplasia maligna más frecuentemente diagnosticada en
hombres[5] y es la segunda causa principal de muerte en los hombres de los Estados Unidos,
después del cáncer de pulmón. Aproximadamente 1 de cada 41 hombres morirá por cáncer de
próstata[6][7]. El objetivo de este proyecto es diseñar un dispositivo para el diagnóstico rápido
del cáncer de próstata integrando los aspectos de diferentes campos de estudio como medicina,
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ingenieŕıa biomédica e industria farmacéutica conjunto con conceptos económicos y ecológicos.

Para cumplir dicho objetivo, se elaborará un modelo sencillo del dispositivo utilizando Solid-
Works (CAD Software) para la simulación y la posterior impresión en 3D. Se utiliza la técnica de
impresión 3D para buscar reducir los costes de fabricación del dispositivo de diagnóstico.

Se seguirán los siguientes pasos:

Análisis sistemático de las investigaciones acerca de los biomarcadores en orina para el cáncer
de próstata.

Selección del biomarcador más apto.

Definición de los requerimientos del producto y el objetivo del dispositivo. Desarrollo de los
conceptos para el diseño y las posibles soluciones.

Desarrollo del modelo elegido en SolidWorks.

1.3. Alcance del proyecto

Este proyecto abarca el diseño de un dispositivo de diagnóstico simplificado, se valorarán dife-
rentes alternativas de diseño para lograr llegar a un dispositivo lo más sensible y espećıfico posible.
Debido a las limitaciones técnicas, este proyecto es un punto de partida para el desarrollo futuro
de la tecnoloǵıa no invasiva de diagnóstico.

Queda fuera del alcance de este proyecto la aplicación práctica del dispositivo y su comporta-
miento en situaciones reales de aplicación.

Los pasos a futuro son:

Fabricación del prototipo y corrección de los errores hasta lograr el diseño definitivo.

Verificación de la efectividad del dispositivo.

Patentamiento.

Presentación ante la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnoloǵıa
Médica (ANMAT) para obtener la aprobación certificada.

Fabricación a escala y distribución.

2. Situación diagnóstica actual

2.1. Cáncer

La OMS define al cáncer como ¨un proceso de crecimiento y diseminación incontrolado de célu-
las¨[8]. El cáncer es una enfermedad en la cual las células adquieren mutaciones que resultan en
una proliferación que ocurre fuera del contexto del desarrollo normal del tejido. Estas mutaciones
somáticas interactúan con su entorno para dar como resultado a la transformación celular. Este
entorno está determinado por numerosos factores que incluyen, pero no exclusivamente, la genéti-
ca del huésped, el estilo de vida incluida la dieta, la fisioloǵıa del huésped, el estado del sistema
inmunológico y el microambiente de las células tumorales. La interacción entre los genes y el medio
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ambiente define al metabolismo celular.

Existen diferentes reglas de clasificación para los cánceres. Se pueden clasificar por su sitio de
origen (por ejemplo: cáncer de mama, cáncer de pulmón), por los tipos de tejido que lo originan,
por el grado o por el estado (tumor, nodo o metástasis). El patrón internacional para la clasificación
histológica distingue 6 tipos:

Carcinoma: tumor maligno que se forma a partir del tejido epitelial de los órganos.

Sarcoma: tumor maligno que aparece en los huesos y en el tejido conectivo, como en la grasa,
músculos, tendones y cart́ılago.

Mieloma: se origina en las células de plasma de la médula. Las células de plasma son capaces
de producir los diversos anticuerpos en respuesta a infecciones. El mieloma es un tipo de
cáncer de sangre.

Leucemia: es el cáncer de los tejidos de la sangre originado en la médula ósea.

Linfoma: es el cáncer del sistema linfático.

Tipo mezclado: tienen dos o más componentes del cáncer.

El cáncer es considerado una enfermedad genética puesto que es causada por la acumulación de
mutaciones en el genoma de las células. En general, una sola mutación no es suficiente para inducir
la formación del cáncer, hacen faltan varias mutaciones para que las células se empiecen a dividir de
forma descontrolada[9]. En el año 2000 Hanahan y Weinberg describieron los hallmarks del cáncer,
estos son los rasgos que adquiere y desarrolla el tumor con la progresión de la enfermedad[10].

Los hallmarks son:

Mantener la señalización proliferativa.

Evadir la supresión del crecimiento.

Resistir la muerte celular.

Activar la invasión y metástasis.

Permitir la inmortalidad replicativa.

Inducir la angiogénesis.

Desregulación energética.

Evasión de la respuesta inmunitaria.

Promover la inflamación.

Inestabilidad genética.

En la actualidad estos rasgos son utilizados como blanco en múltiples investigaciones con la
finalidad de caracterizar molecularmente al cáncer. De esta forma, se logran desarrollar nuevas he-
rramientas terapéuticas dirigidas espećıficamente contra los mecanismos celulares y v́ıas de señali-
zación que se encuentran alterados en esta patoloǵıa.
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En general, las células cancerosas se duplican aceleradamente y su tasa de proliferación es mayor
a la del tejido normal de origen debido a que su ciclo celular y sus puntos de control se encuentran
desregulados, activando oncogenes e inactivando los genes supresores de tumor. Esta desregulación
permite que las células tumorales no realicen su ciclo celular normal, promoviendo la invasión de
vasos sangúıneos que nutren el tumor mediante angiogénesis y que incluso permite que estas células
circulen e invadan otros tejidos u órganos en el proceso conocido como metástasis[11].

2.2. Cáncer de próstata

La próstata es una glándula masculina del tamaño de una nuez situada debajo de la vejiga,
delante del recto y además, la uretra pasa directamente a través de ella. Por encima de la próstata
se encuentran las veśıculas seminales, dos pequeñas glándulas que segregan aproximadamente el
60 % de las sustancias que componen el semen. A lo largo de la próstata y unidas a los lados de la
misma, están los nervios que controlan la función eréctil. La próstata normal tiene un diámetro de
3 a 4 cent́ımetros como se puede observar en la Figura 2 y pesa de 20 a 30 gramos.

Figura 1: La próstata es parte del sistema reproductor del hombre y se encuentra en la zona inferior
de la pelvis, debajo de la vejiga y casi enfrente del recto[12].

Desde el punto de vista embriológico, la próstata deriva de las invaginaciones epiteliales de la
uretra. La próstata aumenta mı́nimamente el tamaño hasta llegar a la pubertad, produciéndose en-
tonces su crecimiento y diferenciación bajo la influencia de la testosterona. La enzima 5α-reductasa
de los núcleos de las células prostáticas convierte la testosterona producida por las células de Ley-
dig de los test́ıculos en dihidrotestosterona (DHT), que estimula el crecimiento prostático[13].

La próstata constituye parte del sistema urinario y reproductor del hombre, relacionándose
anatómicamente con otras estructuras como los conductos deferentes y las veśıculas seminales. La
hiperplasia prostática benigna (HPB) es un proceso que se desarrolla de forma gradual, en general
después de los 50 años, de modo que más del 90 % de los hombres tienen algún grado de HPB
al cumplir los 70 años, aunque sólo una minoŕıa presente śıntomas[13]. La HPB se detecta en el
tacto rectal como aumento difuso del tamaño de la próstata. Los śıntomas se relacionan con la
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incapacidad para efectuar un vaciamiento completo al orinar.

Figura 2: Corte transversal de la próstata normal. En esta figura de autopsia se ilustra la uretra
central (H), el lóbulo lateral izquierdo (�), el lóbulo lateral derecho (�) y el lóbulo posterior (�)[13].

La próstata produce una secreción ĺıquida que forma parte del semen, esta secreción contiene
el ant́ıgeno prostático espećıfico (PSA) que es una sustancia proteica cuya función es disolver el
coágulo seminal.
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Figura 3: En esta tomograf́ıa computada de la pelvis se observa el pene normal (*), la uretra
peneana (4), el cordón espermático derecho (.), el cordón espermático izquierdo (/), la śınfisis del
pubis (5), la próstata (♦) y el recto (�)[13].

En el caso del cáncer de próstata, el proceso empieza con células epiteliales normales en la
próstata que luego se transforman en una atrofia inflamatoria proliferativa (PIA por sus siglas en
inglés). La PIA se transforma en una neoplasia intraepitelial prostática de alto grado (PIN por sus
siglas en inglés) cuando las células empiezan a aumentar el tamaño dentro de la glándula. El cáncer
se vuelve localizado una vez que las células empiezan a crecer de forma descontrolada en la próstata.

A medida que pasa el tiempo, las células logran romper el epitelio de la próstata y se diseminan
en el cuerpo (metástasis). En la Figura 4 se puede observar la evolución del PCa, empezando con
una atrofia inflamatoria seguido de una neoplasia maligna que empieza a crecer en tamaño.
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Figura 4: Evolución de las células epiteliales de la próstata de PIA a PIN a cáncer de próstata[14].

Figura 5: Vista microscópica de la neoplasia prostática intraepitelial. A la izquierda se ve una
glándula prostática normal (�), en tanto que los acinos con PIN (*) se sitúan a la derecha[13].

El cáncer de próstata se define cómo un adenocarcinoma por el origen griego de la palabra
adeno que significa glándula y es un carcinoma por sus oŕıgenes en el epitelio prostático. Se iden-
tifican 3 zonas: zona periférica, zona central y zona de transición. Del 60 % al 70 % de los tumores
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de la próstata se originan en la zona periférica, 10 % a 20 % afectan a la zona de transición, y 5 %
a 10 % a la zona central[15].

Figura 6: Corte axial que pone de manifiesto un nódulo único prominente (*) que resultó ser
adenocarcinoma[13].

El nódulo que se observa en la Figura 6, puede ser palpable por tacto rectal o detectarse me-
diante ecograf́ıa. Aún cuando la incidencia de HPB y de adenocarcinoma aumenta con la edad, la
HPB no es un factor de riesgo de carcinoma.

Las posibles causas que originan el cáncer de próstata no están definidas aunque hay factores
estrechamente relacionados con la ocurrencia del cáncer. El inicio y progresión del cáncer están
influenciados por la interacción de múltiples factores ambientales, fisiológicos, moleculares y here-
ditarios, cuyos efectos se agudizan por el envejecimiento[14]. La edad es un factor de riesgo dado
que el cáncer de próstata es diagnosticado en su mayoŕıa en hombres mayores a 65 años y no es
habitual para hombres menores a 40 años[9].

Otros factores de riesgo incluyen determinados grupos étnicos, donde la incidencia es mayor
en hombres afroamericanos y menor en hombres asiáticos[16], la historia cĺınica familiar dado que
estudios recientes estiman que la herencia del cáncer de próstata es del 58 %[17], genes asociados
al cáncer como HOXB13, BRCA1, BRCA2, MSH2, MHL1 y la dieta[14].

2.2.1. Métodos tradicionales de diagnóstico

Los métodos para la detección del PCa han sido blanco de controversia en los últimos 10 años.
La American Neurological Association, la Asociación Americana del Cáncer, la Asociación Médica
Americana y la Asociación Argentina de Uroloǵıa tienen ciertas diferencias respecto a los protoco-
los para el diagnóstico del PCa.

19



ITBA Proyecto Final

En general, el screening 1 del PCa se basa en tres procedimientos.

1. Examen rectal anual a partir de los 55 años.

2. Análisis de sangre del ant́ıgeno espećıfico prostático (PSA) anual empezando a los 55 años
hasta los 69 años de edad.

3. Considerar la historia cĺınica familiar: en caso de ser afroamericano o tener antecedentes de
PCa en la familia, realizar un screening a partir de los 40 años.

El examen rectal anual es un procedimiento incómodo pero indoloro para el paciente, el personal
de salud capacitado usa el tacto dentro del recto para detectar la presencia de tumores en la
próstata. Esto es posible dado que el nódulo crece en dirección hacia recto, por lo tanto es posible
palparlo a través de el.

Figura 7: El tacto rectal (DRE por sus siglas en inglés) consiste en la introducción de un dedo por
el ano para palpar la próstata[18].

El examen sangúıneo de PSA detecta la presencia de una protéına secretada por la próstata.
Normalmente, la muestra de sangre del individuo es enviada a un laboratorio donde se determina
el nivel de PSA en nanogramos por cada miĺıtro de sangre (ng/mL). Un valor de PSA normal para
hombres mayores a 55 años es de 4 ng/mL. Para hombres menores a 55 años el nivel de PSA de-
beŕıa ser igual o menor 2.5 ng/mL. Es importante destacar que la próstata en condiciones normales
produce PSA y que la mayoŕıa de los hombres con un nivel de PSA elevado no son diagnosticados
con PCa. Solamente el 25 % de los pacientes con PSA elevados son diagnósticados con PCa luego
de una biopsia[19].

2.2.2. Polémica con el PSA

El screening del cáncer de próstata con PSA sérico tiene como objetivo detectar el PCa en una
etapa temprana susceptible de tratamiento curativo y de reducción de la mortalidad general de la
enfermedad[19]. Sin embargo, la evidencia cient́ıfica hasta ahora no ha demostrado que el screening
salve vidas[20]. El nivel elevado de PSA está relacionado con un sobrediagnóstico2 generando que

1Término utilizado en medicina para referirse a la estrategia aplicada para detectar una enfermedad en individuos
sin śıntomas de tal enfermedad.

2Detección excesiva de la enfermedad no destinada a progresar.
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miles de pacientes se realicen biopsias sin un verdadero riesgo de progresión de la enfermedad.

Recientemente el Grupo de Trabajo de Servicios Preventivos de Estados Unidos (USPSTF)
actualizó su declaración de recomendación, cambiándola de un grado D (recomendación contra el
screening basado en PSA para el cáncer de próstata) a una recomendación de grado C (que aboga
por un enfoque individualizado del screening)[21]. Los pequeños tumores en su mayoŕıa no causan
un riesgo significativo para la vida del paciente. Por esa razón, estas neoplasias son una causa im-
portante de sobretratamiento, que incluye toxicidad, muertes por ciruǵıa, pérdida o desfiguración
mayor de órganos, y segundos cánceres por radiación o por quimioterapia[22].

El uso del análisis de PSA en el diagnóstico de PCa depende del reglamento de cada páıs. En
Argentina en particular, la Sociedad Argentina de Uroloǵıa aclaró su posicionamiento frente al PSA:

¨El PSA es una protéına sérica af́ın a la calicréına, que se produce casi exclusivamente en las
células epiteliales de la próstata. Un PSA elevado no significa necesariamente la existencia de un
cáncer de próstata, pudiendo estarlo por otras razones. El PSA tiene variaciones fisiológicas que
pueden hacer fluctuar su valor hasta en un 20 %, por edad, raza, Body Mass Index (BMI) y volu-
men prostático. Puede variar en presencia de hiperplasia prostática benigna (HPB), prostatitis y
otras afecciones no malignas. Por lo tanto, tiene especificidad de órgano y no sólo de cáncer¨ [23].

2.2.3. Pautas para el Diagnóstico y Tratamiento del Cáncer de Próstata en Argentina

En el año 2005 la Asociación Médica Argentina, la Federación Argentina de Uroloǵıa, la So-
ciedad Argentina de Canceroloǵıa, la Sociedad Argentina de Terapia Radiante Oncológica y la
Sociedad Argentina de Uroloǵıa se unieron para concretar en un consenso nacional, las pautas pa-
ra el diagnóstico y tratamiento del PCa. Los profesionales de la medicina (en especial los urólogos)
independientemente de la institución debeŕıan seguir el algoritmo acordado.

En el Consenso Nacional se concluyó que a partir de los 50 años de edad los pacientes masculinos
que concurran a consultas urológicas se deben realizar un examen de tacto rectal. A partir del
resultado, se desencadenan dos posibles rutas resumidas en la Figura 8.
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Figura 8: Algoritmo utilizado para el diagnóstico del cáncer de próstata en el año 2005 en
Argentina[24].
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Los pacientes independientemente de un resultado normal o patológico en el examen de tacto
rectal deben realizarse un análisis de PSA en sangre. El protocolo fue actualizado en un consenso
organizado por la Asociación Médica Argentina en el 2016 a ráız de la polémica del PSA en años
anteriores donde se generó un sobrediagnóstico de falsos positivos de la patoloǵıa estimada entre
el 23 % y 42 % en EE. UU[23].

La USPSTF en los Estados Unidos analizó los datos de múltiples ensayos cĺınicos, con los
resultados se estimó que cada 1000 hombres entre 55 y 69 años de edad que se realizan un análisis
de PSA y examen rectal en una década[21]:

0 a 1 muerte por cáncer de próstata puede ser evitada.

100 a 120 pacientes van a obtener un resultado falso positivo, llevados a realizar una biopsia.

110 pacientes van a ser diagnosticados con PCa de los cuales 50 van a tener complicaciones
en el tratamiento (29 tendrán disfunción eréctil y 18 incontinencia urinaria).

Dadas las desventajas acerca de la detección con PSA que presentó la investigación en Estados
Unidos, la repercusiones fueron a nivel mundial y llegaron a la Argentina. La Asociación Médica
Argentina teniendo en cuenta las nuevas polémicas del PSA y el posible daño a la salud de los
pacientes, organiza un nuevo consenso en el año 2016 para actualizar los protocolos. La actualiza-
ción de las indicaciones es principalmente para que los urólogos en toda la región puedan actuar
de forma homogénea evitando falsos positivos.

El nuevo algoritmo resumido en la Figura 9 presenta la recomendación de no realizar una de-
tección del cáncer para pacientes menores a 49 años sin antecedentes de riesgo y tampoco para
mayores de 75 años con comorbilidades. Asimismo, en el paso número 8 se agrega la decisión com-
partida e informada entre el médico y el paciente sobre la realización de un screening.

A lo largo de los años se fueron desarrollando distintas pruebas combinadas con inteligencia
artificial para tratar de mejorar la especificidad y sensibilidad del screening. Una prueba conocida
en uroloǵıa es la PHI (Prostate Health Index por sus siglas en inglés) que es un examen de sangre
que logra estimar el riesgo de tener PCa. Para ello se miden los niveles de PSA libre (sin estar
unido a otra protéına), se lo compara con el PSA total y la isoforma de PSA libre llamada proPSA.
Los datos son introducidos en una fórmula que arroja el PHI.

Otro método de detección es el 4KScore desarrollado por la compañ́ıa Opko, este algoritmo se
encuentra validado cĺınicamente y combina las pruebas de PSA total, PSA libre, PSA intacto y
hK2 con la edad, historia cĺınica del paciente y la información del tacto rectal. Tanto PHI como
4KScore son dos algoritmos de pruebas innovadoras que tienen como objetivo reducir la cantidad
de biopsias innecesarias realizadas en pacientes sanos.
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Figura 9: Algoritmo actualizado para el diagnóstico del cáncer de próstata en Argentina en el
2016[23].
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2.2.4. Sistema TNM en Argentina

El sistema TNM se utiliza para clasificar el estadio del tumor, la letra T hace referencia a la fase
tumoral, N a la metástasis ganglionar (node en inglés) y M a la metástasis general en el cuerpo. La
estatificación intenta determinar en qué etapa de su historia natural se encuentra el tumor cuando
es diagnosticado, esto permitirá presentarle al paciente las distintas alternativas terapéuticas de
acuerdo a la etapa evolutiva en que se encuentre el tumor[23]. Una vez que el cáncer de próstata
es confirmado por una biopsia en el laboratorio, el paso siguiente es la clasificación del paciente en
el grupo de riesgo correspondiente al tumor encontrado[24].

T0: No puede encontrarse un tumor primario.

T1: Tumor cĺınicamente no aparente, no palpable, ni visible mediante imágenes.

T1a: Descubrimiento histológico incidental del tumor en ≤ 5 % del tejido resecado.

T1b: Descubrimiento histológico incidental del tumor en ≥ 5 % del tejido resecado.

T1c: Tumor identificado por biopsia de aguja (por ejemplo, a causa de PSA elevado).

T2: Tumor confinado dentro de la próstata.

T2a: El tumor afecta ≤ 50 % de un lóbulo.

T2b: El tumor afecta ≥ 50 % de un lóbulo pero no ambos lóbulos.

T2c: El tumor afecta ambos lóbulos.

T3: El tumor se extiende a través de la cápsula prostática.

T3a: Extensión extracapsular (unilateral o bilateral).

T3b: El tumor invade las veśıculas seminales.

T4: El cáncer ha crecido de la próstata hacia tejidos próximos, como el recto o la vejiga.

Nx: Ganglios regionales no valorables.

N0: Ausencia de metástasis en ganglios regionales.

N1: Presencia de metástasis en ganglios regionales.

Mx: Las metástasis no pueden ser evaluadas.

M0: Ausencia de metástasis a distancia.

M1: Presencia de metástasis a distancia.

El objetivo del proyecto es desarrollar una herramienta para el screening y no para las etapas
avanzadas del cáncer. Se presentan los caminos posibles del tratamiento del PCa en Argentina en
la Figura 10 solamente para ilustrar la posibilidad de uso del dispositivo en formato de control en
los pacientes diagnosticados con tumores T1.
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Figura 10: Resumen de las opciones terapéuticas según comorbilidades y grupos de riesgo[24].

Los adenocarcinomas de próstata reciben un grado histológico. El sistema de puntuación de
Gleason3 es el más utilizado y mide el grado de agresividad de un cáncer de próstata basándose en
la observación al microscopio de las caracteŕısticas que presentan las células de la muestra obtenida
en una biopsia del órgano. El grado ayuda a orientar el pronóstico y a calibrar la agresividad del
tratamiento. En general, una puntuación combinada de menos de 6 sugiere que la neoplasia seguirá
un curso indolente. Los cánceres avanzados tienden a tener grados iguales o superiores a 8.

2.3. Interpretación del análisis de orina

El análisis de orina ha sido un examen complementario para ayudar a resolver diagnósticos
médicos desde el siglo de Pericles. Hipócrates observando la apariencia de la orina, pod́ıa inferir
que la “espuma” significaba una enfermedad grave, hoy en d́ıa se sabe que esto es debido a una
proteinuria masiva[25].

El análisis de orina consta de:

Observación de la muestra.

3La explicación de la escala se encuentra en el Anexo.
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Examen qúımico.

Examen microscópico.

La apariencia macroscópica, es decir, la observación de la orina con luz natural en un recipiente
transparente, permite realizar un diagnóstico presuntivo previo al análisis qúımico y microscópico.
Algunas de las situaciones más frecuentes asociadas a distintas apariencias de la orina se pueden
observar en la Tabla 1. Además, se han desarrollado varios métodos de detección del cáncer a
través del olor de la orina. Un ejemplo claro es el uso del olfato de animales caninos utilizados
como detectores de cáncer en orina humana. Se han entrenado perros con capacidad de diferenciar
30 de 33 muestras de orina de pacientes con cáncer de PCa[26].

Tabla 1: Aspecto macroscópico de la orina [25]

Apariencia Causas

Sin color o color amarillo claro Diluida. Diabetes inśıpida. Abundante ingesta de ĺıquidos diluidos.

Turbia Fosfatos amorfos, uratos, células, bacterias, contaminación fecal.

Lechosa Ĺıpidos (nefrosis), piuria.

Color amarillo naranja a marrón Concentrada, pigmentos biliares, nitrofuranos, dipirona.

Color rojo a marrón Hematuria, hemoglobinuria, mioglobinuria, porfirina, rifampicina.

Color marrón oscuro Metronidazol, imipenem, fenoles.

Color amarillo verdoso Bilirrubina.

Color azul verdoso Pseudomonas. Azul de metileno, rivoflavina. Clorofila (dent́ıfricos).

Rosada Acido úrico (recién nacido).

Este proyecto se basa principalmente en el examen qúımico de la orina con tiras reactivas.
Habitualmente, las tiras reactivas contienen espacios con diferentes reactivos espećıficos que sirven
para medir glucosa, cuerpos cetónicos, bilirrubina, pH, sangre, protéınas, urobilinógeno, nitritos,
leucocitos, entre otros.

En el dispositivo diseñado, la tira reactiva medirá el biomarcador de interés dada una deter-
minada cantidad de orina. En particular, la orina esta afectada por distintos factores como el pH
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puesto que la orina es normalmente ácida. Los valores de pH oscilan entre 5 y 6 con un rango de
4,5 a 8,5[25]. La causa más común de un pH mayor a 7 es que la muestra no ha sido procesada
inmediatamente, ha permanecido a temperatura ambiente, se ha producido el escape de dióxido
de carbono, la urea se ha convertido en amońıaco y esto causa un aumento en el pH. Dado que
es posible un aumento de pH en la muestra, la idea del test es que se realice de forma inmediata
luego de la obtención de la muestra de orina.

El objetivo de este dispositivo es que sea útil en la práctica diaria y que sea posible obtener
un diagnóstico presuntivo previo que se confirmará en el caso de un resultado positivo, en un
laboratorio con el examen microscópico. Se intentará hallar un biomarcador que sea un fiel indicador
de la presencia de PCa independientemente de los valores de los otros factores.

3. La validez de una prueba diagnóstica

Una prueba diagnóstica correcta es la que ofrece resultados positivos en enfermos y negativos
en sanos. Por lo tanto, las condiciones que deben ser exigidas a un test son[27]:

1. Validez: es el grado en que una prueba mide lo que se desea cuantificar.

2. Reproducibilidad: es la capacidad del test para ofrecer los mismos resultados cuando se repite
su aplicación en circunstancias semejantes.

3. Confiabilidad: viene determinada por el valor predictivo de un resultado positivo o negativo.
Ante un resultado positivo de un test ¿qué probabilidad existe de que este resultado indique
presencia de la enfermedad?[28]

3.1. Sensibilidad y Especificidad

Es importante definir los términos sensibilidad y especificidad utilizados para caracterizar las
pruebas diagnósticas. En general, las pruebas son dicotómicas, es decir, se clasifica a los pacientes
en enfermos o sanos en función al resultado del test (positivo o negativo). Un resultado positivo
está asociado a la presencia de la patoloǵıa y un resultado negativo a la ausencia de la misma.
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Figura 11: Tabla de contingencia para la evaluación de una prueba diagnóstica de resultado di-
cotómico[29].

La probabilidad de que algo ocurra si ha ocurrido antes otra cosa, se define como la probabilidad
condicional y es el concepto el cual se basa la estad́ıstica bayesiana. La base de todo proceso
diagnóstico está representado por el Teorema de Bayes. Lo caracteŕıstico del bayesianismo es que
el resultado que ofrece una investigación en concreto debe sumarse al conocimiento previo que existe
sobre la cuestión, para acabar obteniendo un nuevo conocimiento[29]. La Figura 11 de acuerdo con
la fórmula de Bayes aplicada a diagnósticos4 muestra las fórmulas para los valores predictivos
positivos y negativos, que son probabilidades posteriores y determinan el auténtico rendimiento
diagnóstico del test. De la misma manera, en la Figura 11 se muestran otros ı́ndices diagnósticos
que simplifican de una forma más general la capacidad diagnóstica del test.

3.1.1. Matemáticas aplicadas

La sensibilidad de una prueba representa la probabilidad de que un sujeto enfermo tenga un
resultado positivo en la prueba. En términos matemáticos la sensibilidad se puede definir como:

Sensibilidad =
V P

V P + FN
(1)

4Probabilidad de partida de una enfermedad x Resultado de una prueba diagnóstica = Probabilidad de algo
posterior.
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Por otro lado, la especificidad es la probabilidad de que un sujeto sano tenga un resultado
negativo en la prueba. La fórmula es la siguiente:

Especificidad =
V N

V N + FP
(2)

3.1.2. Curvas ROC

Una prueba diagnóstica ideal tiene la sensibilidad y la especificidad del 100 %. En la práctica es
dif́ıcil obtener dichos valores, en consecuencia se utilizan las curvas ROC5 para poder maximizar los
porcentajes de ambos indicadores. Las curvas ROC se utilizan para demostrar el nivel de distinción
que una prueba diagnóstica ofrece entre dos grupos (enfermos vs sanos). Para ello, se representa
gráficamente la sensibilidad en un eje vertical, indicando la tasa de positividad para la enfermedad
y en el eje horizontal la tasa de falsos positivos (1-especificidad).

Figura 12: Resultados hipotéticos de una prueba diagnóstica para el cáncer. El eje vertical repre-
senta la cantidad de pacientes y el eje horizontal la probabilidad. La curva verde representa a todos
los pacientes que no tienen cáncer mientras que la curva roja representa los pacientes que si tienen
cáncer[30].

En la Figura 12 se observa un solapamiento de las curvas en el valor 0,5. Se debe elegir un valor
de corte, llamado umbral, que cumplirá la función de predecir a los pacientes que estén por encima
del umbral como positivos (sujeto con cáncer), y por debajo serán reconocidos como negativos
(sujeto sano). Este umbral se establece en de forma ilustrativa en 0.5.

5Caracteŕısticas operativas del receptor por sus siglas en inglés Receiving Operator Characteristics
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Figura 13: El umbral establece áreas donde los pacientes pueden ser incorrectamente diagnosti-
cados: el área naranja muestra los falsos negativos (FN) y el área azul los falsos positivos (FP).
El área verde muestra a los sujetos sin cáncer y el área roja muestra a los sujetos con cáncer
diagnosticados correctamente[30].

Dada la Figura 13, los valores positivos del lado derecho del umbral y por debajo de la curva
roja serán verdaderos positivos (VP) y los valores negativos por encima del umbral y debajo de la
curva verde serán falsos positivos (FP) puesto que son pacientes sanos clasificados incorrectamente
como positivos por la prueba. Todos los valores por debajo de la curva verde del lado izquierdo
del umbral serán verdaderos negativos (VN) y por debajo de la curva roja serán falsos negativos
(FN), dado que se pronostican incorrectamente como negativos. Al cambiar el valor del umbral, se
puede aumentar la sensibilidad y disminuir la especificidad o disminuir la sensibilidad y aumentar
la especificidad. Por lo tanto, de acuerdo a las ecuaciones (1) y (2) presentadas anteriormente:

1. En el caso que el valor del umbral sea menor, el área de VP aumenta y el de FN disminuye.
La sensibilidad aumenta y la especificidad disminuye.

2. Caso contrario donde el umbral sea mayor, el VN aumenta y el FP disminuye. La sensibilidad
disminuye y aumenta la especificidad.

La relación entre la sensibilidad y la especificidad se gráfica de forma tal que las tasas de ambos
ejes no tengan relación inversa, es decir, mientras que el valor de un eje vertical aumente el valor
horizontal también lo hará para que su fácil interpretación. Por esta razón, en el eje horizontal en
lugar de especificidad se utiliza ¨1 – especificidad¨ para obtener una relación directa. La mejor
prueba diagnóstica es la que obtiene una mayor AUC (área bajo la curva por sus siglas en inglés
Area Under the Curve), con la curva cercana a la esquina izquierda como se puede observar en la
Figura 15.
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Figura 14: Relación directa de las Curvas ROC[30].

La AUC es un valor numérico que indica el rendimiento del modelo aplicado. El test que mayor
AUC obtenga, será el de mejor rendimiento, siendo el caso ideal AUC igual a 1 como se puede
observar en el siguiente gráfico:

Figura 15: Caso ideal de una Curva ROC donde AUC = 1[30].

Sin embargo, en los casos prácticos las distribuciones se superponen y no siempre el modelo
tiene una medida ideal de separación entre las curvas. En el caso que las curvas se solapen, se puede
cambiar el umbral para poder minimizar los errores. Se establecen valores de las AUC para calcular
la probabilidad de que el modelo pueda distinguir entre clase positiva y clase negativa. De esta
manera, se obtienen distintos porcentajes de sensibilidad y especificidad de la prueba diagnóstica.
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4. Estrategia de búsqueda electrónica

4.1. Análisis sistemático

En la sección 2.2.2 se detallaron las limitaciones del PSA como herramienta diagnóstica. La
polémica por su uso en oncoloǵıa contribuyó al desarrollo de varios algoritmos que incrementaron
los beneficios del screening del cáncer de próstata con PSA. Sin embargo, nuevas investigaciones
se desarrollaron para encontrar un nuevo marcador que aporte mayor sensibilidad y especificidad
para evadir las limitaciones del PSA.

Los biomarcadores empezaron a tomar un rol predominante en oncoloǵıa, definidos como una
molécula biológica que se encuentra en la sangre, otros ĺıquidos o tejidos del cuerpo, cuya presen-
cia es un signo de un proceso normal o anormal, de una afección o de una enfermedad[31]. Un
biomarcador se puede utilizar para determinar la respuesta del cuerpo a un tratamiento para una
enfermedad o afección. Marcador biológico, marcador molecular y molécula distintiva son todos
términos sinónimos de biomarcador.

En este proyecto se intenta identificar el biomarcador en orina que sea un indicador de PCa.
Con ese fin, se realiza una búsqueda electrónica de las investigaciones y de los avances cient́ıficos en
distintas bases de datos médicas como: PubMed, OpenGrey, Medline, Cochrane Central Register
of Controlled Trials, Scopusy, LILACS y Embase desde fu fecha de creación hasta el año 2021
inclusive. En un intento de incluir la información más actualizada posible, también se realizó una
búsqueda manual en la base de datos de la Asociación Argentina de Uroloǵıa. Asimismo, para
identificar ensayos cĺınicos relevantes al cáncer de próstata que se desarrollen en la actualidad, se
utilizó el portal ClinicalTrials.gov de la Biblioteca Nacional de Estados Unidos.

El objetivo de la búsqueda es encontrar un biomarcador del cáncer de próstata detectable en
orina sin manipulación previa, es decir, sin la necesidad de un tacto rectal o de un laboratorio
para realizar el método de PCR. Para extraer la información y luego realizar un análisis de los
metadatos6 es necesario definir el criterio de búsqueda. Las caracteŕısticas para la extracción de
datos de los art́ıculos cient́ıficos son las siguientes:

1. Definir el grupo de interés.

2. Caracteŕısticas de intervención/exposición del grupo.

3. Las variables de interés y cómo serán medidas.

4. Los resultados (valores reales de las variables medidas).

El grupo de interés en un estudio médico está definido, en general, por un rango de edad, se-
xo, hábitos, geograf́ıa o patoloǵıa. En un mismo estudio cient́ıfico puede haber distintos grupos
estad́ısticos que lleven a conclusiones o modelos diferentes. Por lo tanto, el primer paso para la
extracción de datos es definir el grupo de interés. Para el análisis de este proyecto en particular
se definió el grupo por sexo y por edad: serán de interés los estudios que analicen la orina de un
grupo de hombres mayores a 50 años para detectar biomarcadores del cáncer de próstata. La edad
de corte fue definida a partir de la sugerencia de la Sociedad Argentina de Uroloǵıa de realizar las
pruebas de detección de tacto rectal y PSA cada dos años empezando a los 50 años en paciente no
sintomáticos[23].

6Datos que describen otros datos.
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En segundo lugar, la caracteŕıstica de exposición del grupo es de tener un diagnóstico positivo
de cáncer de próstata corroborado por una biopsia para comparar los resultados predictivos del
biomarcador. Las variables de interés son los biomarcadores utilizados en los ensayos cĺınicos para
detectar el cáncer.

Para realizar el análisis de los metadatos, se utilizó el programa RStudio desarrollado por Jo-
seph J. Allaire, ingeniero en sistemas de Estados Unidos. Este software es un programa de código
abierto para sistemas operativos Windows, Linux y macOS que fue diseñado para la computación
estad́ıstica y para realizar gráficos. En el ámbito de la salud, la herramienta es utilizada para va-
lidar nuevos métodos propuestos, para desarrollar nuevos modelos estad́ısticos y para incorporar
nuevo conocimiento a otros programas con inteligencia artificial.

RStudio requiere para la importación de la información, archivos en formato xml. Por lo tanto,
primero se debe realizar una revisión sistemática de todos los estudios y ensayos cĺınicos disponi-
bles, anotando el nombre del estudio y los resultados en una hoja de cálculo de Microsoft Excel.
Este trabajo resulta tedioso por la cantidad de tiempo que le tomaŕıa a la persona o conjunto de
personas, leer cada estudio y anotar los datos relevantes puesto que en las revisiones sistemáticas
se analizan miles de estudios. Por esta razón, se desarrollaron distintos programas como Systema-
tic Review, Covidence y PubMed que ofrecen una plataforma en ĺınea para realizar los análisis,
acortando el tiempo de revisión notablemente por sus algoritmos de búsqueda.

En este proyecto se utilizó PubMed, este programa permite descargar un archivo final con todos
los estudios médicos relevantes en formato xml, después de un filtro impuesto por la persona que
realiza la búsqueda y luego se puede importar en RStudio para hacer el análisis de los metadatos.

El análisis sistemático (systematic review en inglés) de estudios cient́ıficos consiste en cinco
pasos fundamentales [32]:

1. Formular preguntas para el análisis: los problemas que se abordarán en la revisión deben ser
definidos en preguntas estructuradas y sin ambigüedades antes de comenzar el trabajo de
revisión.

2. Identificar trabajos relevantes: las razones de inclusión o exclusión de los estudios tiene que
quedar registrado.

3. Evaluar la calidad de los estudios: cantidad de sujetos participantes, duración del estudio y
tiempo de seguimiento (follow up en inglés).

4. Resumir la evidencia: tabular la caracteŕısticas de los estudios.

5. Interpretación de la evidencia encontrada.

PubMed es un motor de búsqueda desarrollado en inglés, de modo que todos los filtros utilizados
deben estar dicho idioma. El MeSH (por sus siglas en inglés Medical Subject Headings) es una lista
de palabras con un vocabulario controlado que contiene los descriptores utilizados en la base de
datos de PubMed. Cada registro de PubMed tiene asignados unos términos (descriptores) que
definen de manera exacta el tema qué analiza. En este caso, los términos elegidos fueron: ¨prostate
cancer¨, ¨biomarker¨ y ¨urine¨ como se puede ver en la Figura 18. Se utiliza el operador booleano
¨AND¨ para reducir los resultados de la búsqueda, con este operador en los resultados solamente
son incluidas las investigaciones que tengan todos los términos en conjunto.
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Figura 16: Términos para la búsqueda sistemática de la información en PubMed.

Se filtraron las investigaciones cuyos estudios sobre el cáncer de próstata se basen en orina sola-
mente. El resultado inicial fue de 1608 art́ıculos cient́ıficos publicados desde el 1973 hasta el 2021.
En la Figura 17 se puede observar el incremento en publicaciones relacionadas al PCa diagnosticado
en orina de la última década. Se destaca el año 2015 con un máximo de 133 publicaciones.

Figura 17: Cantidad de art́ıculos del diagnóstico del PCa publicados en la base de datos de la
Biblioteca Nacional de Estados Unidos desde el año 1973 al 2021.

Para perfeccionar la búsqueda y poder reducir el número de art́ıculos, se filtraron aquellos que
hayan sido publicados en los últimos 5 años para poder obtener los biomarcadores investigados en
la actualidad. El número de art́ıculos se redujo a 493. Luego, se seleccionaron aquellos estudios y
revisiones que hayan obtenido resultados positivos en análisis de orina sin manipulación previa (sin
el masaje prostático por parte de un profesional o sin la necesidad de llevar la muestra de orina a
un laboratorio especializado).

Por otro lado, QUADAS es un instrumento para la evaluación de la calidad de estudios de
precisión diagnóstica. De acuerdo con los criterios de Quality Assessment of Diagnosis Accuracy
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Studies (QUADAS-2)7, se evaluó la calidad de los estudios. El criterio de selección de QUADAS-2
incluye 14 preguntas sobre el riesgo de sesgo de los art́ıculos incluidos. Las respuestas incluyen: śı,
incierto y no, que corresponden a puntuaciones de -1, 0 y 1, respectivamente. De esta forma, se
obtienen los resultados numéricos de QUADAS detallados en la Tabla 2.

7Criterio presentado en el Anexo.
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El criterio de QUADAS consta de cuatro dominios: selección de los pacientes, prueba ı́ndice,
prueba de referencia, flujo y tiempos. En el siguiente diagrama de flujo se describe el algoritmo
de la revisión sistemática utilizado en este proyecto. Luego de aplicar los filtros necesarios para
reducir la cantidad de estudios cient́ıficos y de considerar los estudios que hayan obtenido un valor
de QUADAS mayor o igual a 10, se obtuvo que el biomarcador adecuado para detectar al cáncer
de próstata en orina es el PCA3 (ant́ıgeno de cáncer de próstata 3).

Figura 18: Diagrama de Flujo de la revisión sistemática de los estudios sobre biomarcadores del
cáncer de próstata en orina.

4.1.1. Software estad́ıstico en R

Existen varios programas informáticos con los que se puede aplicar el análisis ROC a una base
de datos además de RStudio: Metz ROC, Rockit, ROC Analysis y AccuROC. Estos programas
permiten representar curvas ROC, calcular el área bajo ellas, comparar pruebas, calcular intervalos
de confianza y calcular áreas parciales[42]. Para realizar el análisis de metadatos es necesario tener
información primaria de los estudios y cargarla en un archivo xlm.

Todos los estudios analizados en la búsqueda sistemática de este proyecto cuentan con un análi-
sis propio de curvas ROC para representar la sensibilidad y especificidad del PCA3.
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En particular, en el año 2010 en Andalućıa se recolectó la información de 14 estudios y se utili-
zaron las curvas ROC para verificar la calidad de los mismos como se puede observar en la Figura
19. Diez años mas tarde el análisis sistemático se repitió en Brasil resultando en un análisis más
completo.

Figura 19: Plano ROC de los ensayos cĺınicos disponibles del PCA3 en el año 2010 realizado en
España[43].

El análisis sistemático realizado en Brasil relevó una mayor cantidad de ensayos cĺınicos obser-
vados y tenidos en cuenta por su alta calidad. Este hecho remarca el foco que se la ha puesto al
gen PCA3 en la última decada.
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Figura 20: Curva ROC de los ensayos cĺınicos disponibles del PCA3 en el año 2020 realizado en
Brasil[41].

Los gráficos de las curvas ROC son una herramienta más para poder observar la información
disponible hasta la fecha y poder corroborar que el criterio de QUADAS para el análisis sistemático
fue aplicado de manera correcta. Los estudios más relevantes para este proyecto son los que están
mas cercanos a la esquina izquierda del plano ROC.

4.2. PCA3: un biomarcador genético

Por el momento, existen 4 pruebas comerciales del cáncer de próstata disponibles en Estados
Unidos[44] detalladas en la Tabla 3. El PCA3 es uno de los biomarcadores más utilizados para
la detección del cáncer a través del método PCR (siglas en inglés de Reacción en Cadena de la
Polimerasa).

En Argentina, el análisis genético del PCA3 se puede realizar en la Ciudad de Buenos Aires.
Las muestras se obtienen luego de un masaje prostático (examen rectal) y luego se env́ıan a Es-
tados Unidos. El Centro Argentino de Uroloǵıa en el año 2020 indicó realizar un estudio genético
de PCA3 cuando sea necesario confirmar el diagnóstico del cáncer de próstata y se quiera evitar
realizar una biopsia de próstata por distintos motivos[45]. El resultado del valor de PCA3, junto
con el tacto rectal y el PSA, proporcionan información útil para decidir si se debe hacer una biopsia
de próstata a la brevedad o si ésta puede retrasarse.

El ant́ıgeno de cáncer de próstata 3 es un gen que expresa un ARN no codificante. El PCA3
solo se expresa en el tejido de la próstata humana y está sobreexpresado en el PCa. Debido a su
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Tabla 3: Biomarcadores comerciales de orina en Estados Unidos.

Biomarcador de orina Tipo de test Moléculas blanco Método

Progensa PCA3 lncRNA después de un masaje PCA3 PCR

ExoDx prostate(IntelliScore) ARN sin manipulación previa ERG, PCA3 y SPDEF PCR

SelectMDx ARNm HOXC6, DLX1 y KLK3 PCR

Mi-Prostate Score ARN después de un masaje TMPRSS2-ERG y PCA3 PCR

perfil de expresión restringido, el ARN de PCA3 es útil como marcador tumoral[46]. Por lo tanto,
el PCA3 logra discriminar entre el cáncer de próstata y enfermedades prostáticas no cancerosas
como el agrandamiento benigno de la próstata (HBP) que comprime la uretra provocando un flujo
débil de orina y la necesidad de orinar con frecuencia o la prostatitis producida por la infección o
inflamación de la glándula [47].

México fue el primer páıs latinoamericano en realizar un ensayo cĺınico propio con resultados
positivos acerca del PCA3 como biomarcador en orina[48]. En el 2010 concluyeron que la sobre-
expresión del gen PCA3 en orina es detectable. Asimismo, los resultados cĺınicos muestran una
especificidad superior a la del análisis de PSA. De todas formas, también se aclaró la necesidad de
aumentar el número pacientes sometidos a la prueba con seguimiento a largo plazo para considerar
su utilidad y aplicación como marcador tumoral.

En 2011 se analizaron los resultados de un estudio cĺınico llevado acabo en una población es-
pañola con sospecha de cáncer de próstata. El objetivo era analizar los resultados del PCA3 en
uso rutinario y establecer en qué subgrupo de pacientes es más rentable su uso según el número
de biopsias previas. La conclusión fue que el uso rutinario del PCA3 evita la mitad de las biop-
sias, basándose sobre todo en su alto valor predictivo negativo que reduce de 35-67 % las biopsias
requeridas para confirmar el diagnóstico[49]. La Agencia de Evaluación de Tecnoloǵıa Sanitaria de
Andalućıa (AETSA) realizó su propio análisis sistemático para evaluar un potencial uso del test de
PCA3 en la región sur de España. Fueron analizados 14 estudios cient́ıficos de calidad moderada a
alta según el criterio de QUADAS y los resultados fueron que las técnicas de detección del PCA3
presentan aceptables ı́ndices de validez diagnóstica para poder usarlas en el diagnóstico de PCa[43].

El gen PCA3 se encuentra en el cromosoma 9q21-22 y consiste de cuatro exones con poliade-
nilación alternativa en 3 posiciones diferentes en el exón número 4 como se puede observar en la
Figura 21. Debido al splicing8 alternativo, se encontró que en el exón 2 está ausente en todos los
clones de ADN complementario (cADN) analizados excepto en el 5 %. Se encontró la transcripción
más frecuente (exones 1, 3, 4a y 4b) en el 60 % de los clones de cADN. Más recientemente, se ha
descrito una complejidad adicional del gen PCA3 con 4 nuevos sitios de inicio de la transcripción,

8Proceso que elimina los intrones y une a los exones para producir una molécula de ARN mensajero maduro
capaz de salir del núcleo hacia el citoplasma, donde ocurre la śıntesis de protéınas.
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2 nuevos exones empalmados diferencialmente, y 4 nuevos sitios de poliadenilación reportados[50].

Figura 21: El gen PCA3 mapeado en el cromosoma 9q21-22. La unidad de transcripción de PCA3
consta de 4 exones (recuadros rojos 1, 2c, 3 y 4) y 3 sitios de poliadenilación en el exón 4 (recuadros
naranjas 4a, 4b y 4c). El exón 2, a menudo omitido por el splicing alternativo, está ausente de la
3 transcripciones mostradas en el Northern blot[50].

Fagerberg L. et al., en 2014 realizaron una secuenciación de ARN de muestras de tejido de 95
individuos humanos que representan 27 tejidos diferentes con el fin de determinar la especificidad
tisular de todos los genes que codifican protéınas. El gen PCA3 fue solamente encontrado en la
próstata como se puede observar en la Figura 22. Este hecho tiene una relevancia extrema en este
proyecto dado que indica que el PCA3 es el biomarcador adecuado.
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Figura 22: Concentración del gen PCA3 en 27 tejidos diferentes en 95 individuos[52].El eje vertical
es el ı́ndice RPKM por sus siglas en inglés de Reads per kilo base per million mapped reads, es
decir, lecturas por kilobase del modelo exón por millón de lecturas mapa.

Las pruebas de PCA3 en orina aprobadas por la Administración de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) como la PROGENSA PCA3 de Gen-Probe9, detectan la presencia de
ARNm de PCA3 y ARNm de PSA a partir de una muestra de orina mediante un método molecular
de amplificación por transcripción. En América Latina, solo México y Chile recomendaron el uso
de estas pruebas luego de investigaciones y análisis de metadatos propios.

En resumen, el ant́ıgeno de cáncer de próstata 3 es un segmento no codificante del ácido ribo-
nucleico mensajero (ARNm) del gen ubicado en el cromosoma 9q21-22.1 Se expresa en 95 % de las
células del PCa y tiene una precisión de 100 % para diferenciarlas de las células benignas. No se
ha encontrado su expresión en ninguna otra célula, sean neoplásicas o no, de ah́ı la importancia de
su fuerte utilidad cĺınica[51].

5. Dispositivos de microflúıdica basados en papel

Los dispositivos de microflúıdica se han consolidado como la nueva tecnoloǵıa para ensayos de
laboratorio y sus aplicaciones continúan expandiéndose en la áreas de diagnóstico médico, cuidado
de personal, control de calidad de alimentos y monitoreo ambiental. En las últimas dos décadas se
han destacado los dispositivos de análisis denominados laboratorios en chips (lab-on-a-chip), mi-
crosistemas de análisis total (µTAS) y dispositivos para diagnóstico en puntos de atención (método
point of care POC)[53]. El proyecto se desarrolla con el objetivo de crear un dispositivo POC para
ofrecer un resultado rápido y confiable cumpliendo con el criterio ASSURED de la Organización
Mundial de la Salud.

9Gen-Probe Incorporated es un ĺıder mundial en el desarrollo, fabricación y comercialización de productos y
servicios de diagnóstico molecular rápidos, precisos y rentables. Gen-Probe tiene su sede en San Diego, California.

43



ITBA Proyecto Final

Las pruebas en el lugar de atención del paciente pueden definirse como aquellas magnitudes
biológicas que se determinan fuera del laboratorio, en un entorno próximo al lugar de asistencia al
paciente y que son realizadas, de forma manual, automática o semiautomática, por personal ajeno
a este[54]. Por lo tanto, el diseño se centra en desarrollar un dispositivo de fácil lectura que pueda
ser interpretado por el mismo paciente, siendo de bajo costo y de almacenamiento simple. Para
lograr dicho objetivo, se utiliza la técnica de inmunoensayo de flujo lateral. Esta técnica es una
adaptación de la metodoloǵıa ELISA.

5.1. ELISA: una técnica inmunoenzimática

Las inmunoglobulinas o los anticuerpos pueden ser utilizados como poderosas herramientas de
reconocimiento para identificar cantidades diminutas de un analito de interés. Las técnicas inmuno-
enzimáticas (inmunoensayos enzimáticos o ensayos inmunoenzimáticos) se basan en la propiedades
de interacción bioqúımica entre los ant́ıgenos y los anticuerpos, estas reacciones definen la sen-
sibilidad y especificidad del inmunoensayo. La compresión de las propiedades bioqúımicas de los
anticuerpos y sus similitudes y diferencias son la clave para poder comprender el ensayo espećıfico
elegido para este proyecto.

Para empezar, es importante comprender las diferencias entre los términos anticuerpo, ant́ıgeno
y analito.

Anticuerpo: es una protéına producida por el cuerpo en respuesta a una sustancia extraña. En
el caso del cáncer, los anticuerpos son producidos ¨para combatir¨ a las células cancerosas.

Ant́ıgeno: es la sustancia que el cuerpo está tratando de eliminar o reducir preparando una
respuesta inmunológica.

Analito: es todo lo que se mide en una prueba de laboratorio. En el inmunoensayo, el analito
puede ser tanto un anticuerpo como un ant́ıgeno.

5.1.1. Clases de anticuerpos

Los inmunoensayos utilizan un anticuerpo selecto para detectar analitos de interés. Los anali-
tos que se miden pueden ser aquellos presentes en el cuerpo naturalmente, aquellos que el cuerpo
produce pero no están t́ıpicamente presentes (como pueden ser los ant́ıgenos del cáncer), o aquellos
que naturalmente no existen en el cuerpo. Los anticuerpos poseen una alta especificidad y afinidad
para un ant́ıgeno espećıfico. Dadas estas caracteŕısticas, es la unión espećıfica de un anticuerpo
a un ant́ıgeno lo que permite la detección de analitos por medio de una variedad de técnicas de
inmunoensayo[55].
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Figura 23: Estructura simplificada del anticuerpo y sus puntos funcionales. Fab zona de unión
con los ant́ıgenos, Fc fragmento cristalizable[55].

La estructura de los anticuerpos es diferente para cada tipo aunque ese encuentra represen-
tada en forma general por la forma de una Y. El esquema de un anticuerpo consta de cadenas
polipept́ıdicas de diferente peso molecular, dos cadenas idénticas pesadas H (heavy en inglés) y
dos cadenas idénticas livianas L (light en inglés). El extremo superior de las cadenas es amino y
el extremo ácido (un grupo carboxilo) se encuentra en el inferior de cada cadena. Las cadenas se
encuentran unidas entre śı por puentes de disulfuro como se puede observar en la siguiente Figura:

Figura 24: Esquema de la estructura del anticuerpo IgE[56].

Las inmunoglobulinas están compuestas por dos regiones principales: la estructural y la funcio-
nal. La región Fab contiene el punto de unión con el ant́ıgeno que vaŕıa entre diferentes anticuerpos
y la región Fc es una estructura constante dentro de una misma clase de anticuerpo. La región
variable es la zona superior de la Y donde se van a unir espećıficamente a los ant́ıgenos (coloreado
en rojo oscuro en la Figura 24).

Los tipos de anticuerpos se pueden agrupar según la estructura de sus cadenas H hasta un total
de 5 grupos principales de inmunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE.
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Tabla 4: Funciones de los 5 tipos de anticuerpos

Tipos Cadena H Función

IgG γ
Respuesta secundaria.
Inmunidad del bebé.
Activan fagocitosis y complemento.

IgA α Protección de las mucosas.

IgM µ
Respuesta primaria.
Activan fagocitosis y complemento.

IgD δ Receptores de linfocitos B.

IgE ε Fenómenos alérgicos.

Figura 25: Los 5 isotipos de anticuerpos: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE[57].

Los anticuerpos son moléculas que distinguen estructuras tridimensionales, son producidos por
los linfocitos B que se unen espećıficamente a los ant́ıgenos. La unión es reversible y cada ant́ıgeno
tiene diferentes estructuras conocidas como eṕıtopes, que pueden ser reconocidas en diferentes
ángulos para iniciar una respuesta inmunitaria espećıfica[57].
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Los inmunoensayos se pueden categorizar dependiendo de los pasos necesarios para realizar la
detección del analito. Las categoŕıas más relevantes son: inmunoensayos no competitivos y com-
petitivos, e inmunoensayos homogéneos y heterogéneos. Todos los inmunoensayos requieren el uso
de material marcado para medir la concentración de ant́ıgeno o anticuerpo presente.

Para evidenciar la reacción ant́ıgeno-anticuerpo se han utilizado isótopos radioactivos, compues-
tos fluorescentes y quimioluminiscentes, marcadores electroactivos, lantánidos, radicales libres es-
tables, part́ıculas de látex, liposomas, colorantes, coloides, bacteriófagos y enzimas, entre otros[58].
Los ensayos que usan como marcador enzimas presentan ventajas aún no superadas, tales como:

Elevada sensibilidad, detectabilidad y especificidad.

Equipamiento relativamente barato.

Procedimientos técnicos rápidos y sencillos.

Alta precisión y exactitud.

Reactivos relativamente baratos y de larga vida.

Gran variedad de substratos y cromógenos que incrementa su versatilidad [58].

Los ensayos inmunoenzimáticos utilizan diferentes formatos para distinguir el complejo ant́ıgeno-
anticuerpo de la marca libre no unida. En la Figura 26 se puede observar el anticuerpo marcado
(Ab por antibody) y en la Figura 27 el ant́ıgeno marcardo (Ag por antigen) como estrategia para
detectar el analito.

Figura 26: Los anticuerpos (Ab*) marcados permiten la detección de complejos ant́ıgeno-anticuerpo
(Ab*-Ab) en los inmunoensayos[55].

Figura 27: El ant́ıgeno (Ag*) marcado permite la detección de complejos ant́ıgeno-anticuerpo (Ag*-
Ab + Ag-Ab) en los inmunoensayos[55].
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5.1.2. Inmunoensayos Competitivos y no Competitivos

En los ensayos competitivos, el analito sin marcar (generalmente el ant́ıgeno) en la muestra se
mide por su capacidad para competir con un ant́ıgeno marcado en el inmunoensayo. El ant́ıgeno
sin marcar bloquea la capacidad del ant́ıgeno marcado de unirse dado que ese punto de unión
en el anticuerpo ya se encuentra ocupado[55]. De esta manera, en un inmunoensayo competitivo,
las señales generadas corresponden a valores que son inversamente proporcionales a la cantidad
de analito en la muestra, donde la ausencia de analito se corresponde con la señal máxima del
ensayo[59].

Figura 28: La concentración (concentration) de ant́ıgeno está inversamente relacionada a la con-
centración de la señal (signal) en formatos competitivos[55].

En el formato competitivo de la figura presentada a continuación, tanto el reactivo del ant́ıgeno
marcado (Ag*) como la muestra sin marcar compiten por una cantidad limitada de anticuerpo.

Figura 29: La relación indirecta entre la concentración (concentration)del ant́ıgeno con la concen-
tración de marca (signal) en formatos competitivos[55].

En el área de diagnóstico, los ensayos competitivos son catalogados como ensayos menos eficien-
tes que los formatos no competitivos[59]. Esto se ha demostrado a partir de modelos matemáticos
que evidencian la inferioridad de los ensayos competitivos en términos del ĺımite de sensibilidad,
rango de trabajo y precisión[60].

Los inmunoensayos no competitivos son también conocidos como ensayos tipo “sandwich”,
estos permiten la detección del ant́ıgeno utilizando dos anticuerpos diferentes capaces de reconocer
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distintos eṕıtopos10. En estos ensayos, generalmente uno de los dos anticuerpos es inmovilizado
en un soporte sólido utilizado para realizar la captura del ant́ıgeno y el segundo anticuerpo lleva
consigo el marcaje enzimático capaz de dar lugar a la generación de señal luego de quedar retenido
por la presencia del ant́ıgeno[60].

Figura 30: Técnica de sándwich de inmunoensayo donde los anticuerpos se unen a dos sitios de
unión del analito. En la parte izquierda de la figura se puede observar el soporte sólido azul donde
se fija un anticuerpo[55].

Los formatos de ensayo no competitivos proporcionan el nivel más alto de sensibilidad y espe-
cificidad y se aplican a la medición de analitos cŕıticos como pueden ser los marcadores card́ıacos
y de hepatitis[55]. La relación directa de la concentración del ant́ıgeno con la señal obtenida en el
ensayo esta representada en la siguiente curva:

Figura 31: La relación directa de la técninca no competitiva. En el eje X está trazada la concen-
tración de ant́ıgeno, en el eje Y se traza la señal (signal) obtenida[55].

5.1.3. Inmunoensayos Homogéneos y Heterogéneos

Por otro lado, las técnicas de inmunoensayo que requieren la separación del anticuerpo unido
al ant́ıgeno marcado se las conoce como inmunoensayos heterogéneos. Aquellas que no requieren

10Parte de una molécula que será reconocida por un anticuerpo y a la cual se unirá.
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separación se denominan inmunoensayos homogéneos[55]. La Figura 32 muestra la diferencia entre
ambas técnicas y esta radica en la necesidad de separar o no los componentes del ensayo que
reaccionaron de los que no reaccionaron. En el caso de las técnicas heterogéneas, la muestra con
el analito y los reactivos pueden ser agregados en etapas de incubación independientes y también
ser separadas entre śı por etapas de lavados reiterados. Los ensayos homogéneos son formatos en
los que la reacción ant́ıgeno-anticuerpo puede traducirse directamente en una señal sin necesidad
de separar los reactivos que intervienen. Por la incubación de todos los reactivos en un solo paso,
resultan en formatos simples y fácilmente automatizables[59].

Figura 32: Las técnicas de inmunoensayo homogéneas vs heterogéneas[55].

En 1971 Engvall y Perlmann por primera vez desarrollaron el formato de inmunoensayo utiliza-
do hoy en d́ıa, el test de ELISA (por sus siglas en inglés enzyme linked immunosorbernt assay)[61].
En este método, una superficie sólida en formato de placas de 96 pocillos se utiliza para adsorber
uno de los reactantes, lo que posibilita realizar sucesivas etapas de incubación con otros reactantes
e involucrar lavados intermedios que ayuden a eliminar los componentes no reactantes. El art́ıculo
cient́ıfico publicado por Engvall y Perlmann describe como mediante un ELISA competitivo, fue
posible cuantificar el IgG de suero de conejo utilizando como reactivo un estándar de inmunoglo-
bulina IgG purificada de conejo y conjugada a la enzima reportera fosfatasa alcalina, que compet́ıa
con los anticuerpos del suero por unirse a anticuerpos anti-conejo IgG inmovilizados sobre la super-
ficie adsorbente[59]. Las técnica de ELISA es mayormente utilizada en laboratorios. Por esta razón,
en este proyecto se buscó una adaptación de la técnica llamada ensayo enzimático de flujo lateral
para poder realizar la prueba de detección in-situ, sin la necesidad de equipamiento de laboratorio.

5.1.4. Anticuerpos: Policlonales vs Monoclonales

Los anticuerpos utilizados en un test ELISA pueden ser monoclonales o policlonales. Los anti-
cuerpos policlonales (pAbs) son producidos por diferentes clones de células B en el cuerpo. Estos
pueden reconocer y unirse a muchos eṕıtopos diferentes de un solo ant́ıgeno. Los pAbs se producen
inyectándole un ant́ıgeno espećıfico a un animal para provocar una respuesta inmune primaria.
El animal recibe una inoculación secundaria incluso terciaria para producir niveles más altos de
anticuerpos contra el ant́ıgeno particular. Después de la inmunización, los anticuerpos policlonales
se pueden obtener directamente del suero (sangre a la que se le han eliminado las protéınas de
coagulación y los glóbulos rojos) o se pueden purificar para obtener una solución que esté libre de
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otras protéınas del suero.

Las ventajas de los pAbs son:

1. Barato y relativamente rápido de producir (+/- 3 meses).

2. Mayor afinidad global del anticuerpo contra el ant́ıgeno debido al reconocimiento de múltiples
eṕıtopos.

3. Tienen una alta sensibilidad para detectar protéınas en baja cantidad.

4. Gran capacidad para capturar la protéına diana (recomendado como anticuerpo de captura
en un ELISA tipo sándwich).

5. La afinidad del anticuerpo da como resultado una unión más rápida al ant́ıgeno diana (reco-
mendado para ensayos que requieren una captura rápida de la protéına).

6. Superior para su uso en la detección de una protéına nativa.

7. Fácil de acoplar con marcadores de anticuerpos y es poco probable que afecte a la capacidad
de unión.

Las desventajas son:

1. Variabilidad de lote a lote como se produce en diferentes animales en diferentes momentos.

2. Alta probabilidad de reactividad cruzada debido al reconocimiento de múltiples eṕıtopos (los
anticuerpos purificados por afinidad muestran una reactividad cruzada mı́nima).

Por otro lado, los anticuerpos monoclonales (mAb) son generados por células B idénticas, estas
son clones de una sola célula parental. Esto significa que los mAb tienen afinidad monovalente
y solo reconocen el mismo eṕıtopo de un ant́ıgeno. A diferencia de los anticuerpos policlonales
que se producen en animales vivos, los anticuerpos monoclonales se producen utilizando técnicas
de cultivo de tejidos. El proceso comienza con una inyección del ant́ıgeno deseado en un animal,
a menudo un ratón. Una vez que el animal desarrolla una respuesta inmune, los linfocitos B se
áıslan del bazo del animal y se fusionan con una ĺınea celular de mieloma, creando hibridomas de
células B-mieloma inmortalizadas. Los hibridomas, que pueden crecer de forma continua en cultivo
mientras producen anticuerpos, se seleccionan luego para el mAb deseado/citemonoclonal.

Las ventajas de los mAbs son:

1. Reproducibilidad lote a lote (alta homogeneidad).

2. Posibilidad de producir grandes cantidades de anticuerpos idénticos (una ventaja para la
fabricación de diagnóstico y el desarrollo de fármacos terapéuticos).

3. Alta especificidad para un solo eṕıtopo reflejada en baja reactividad cruzada.

4. Sensible en ensayos que requieren cuantificación de los niveles de protéına.

5. Ruido de fondo bajo.

Las desventajas son:

1. Más caro de producir. Es necesario producir un conjunto de varios anticuerpos monoclonales.
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2. Requiere mucho más tiempo para producir y desarrollar el clon (+/- 6 meses).

3. Susceptible a cambios de unión cuando se etiqueta.

En resumen, los anticuerpos policlonales se fabrican utilizando varias células inmunitarias di-
ferentes y tendrán afinidad por el mismo ant́ıgeno pero diferentes eṕıtopos, mientras que los anti-
cuerpos monoclonales se fabrican utilizando células inmunes idénticas que son todos clones de una
célula madre espećıfica.

Para uso comercial existen varios laboratorios con catálogo online donde se pueden buscar los
anticuerpos requeridos o los ant́ıgenos. Algunos ejemplos son: biocompare.com y Linscott´s Direc-
tory. Los complejos anticuerpo-ant́ıgeno diseñados para los test ELISA se encuentran disponibles
y además, los laboratorios garantizan un stock continuo de los reactivos.

5.1.5. Técnica enzimática de detección in-situ: Flujo Lateral

Los ensayos point of care (POC) se destacan por informar el resultado de forma inmediata al
ser utilizados en el sitio donde se toma la muestra. En el año 1980 se introducen los dispositivos
POC con el formato de flujo lateral (LFA) en tiras de diagnóstico[59]. Las principales ventajas de
los dispositivos son: su bajo costo relativo, fáciles de utilizar, manejados por el propio paciente para
ciertos diagnósticos cĺınicos y generan los resultados en tiempos que vaŕıan entre 5 y 30 minutos[62].

El bajo costo de desarrollo y la facilidad de producción de los LFA han dado como resultado
la expansión de sus aplicaciones a múltiples campos en los que se requieren pruebas rápidas. Las
pruebas basadas en LFA se utilizan ampliamente en hospitales, consultorios médicos y laboratorios
cĺınicos para la detección cualitativa y cuantitativa de ant́ıgenos espećıficos y anticuerpos, aśı como
productos de amplificación de genes. Se pueden analizar diversas muestras biológicas utilizando
LFA que incluyen orina, saliva, sudor, suero, plasma, sangre y otros ĺıquidos.

Otras industrias en las que se emplean pruebas basadas en LFA incluyen la medicina veterinaria,
el control de calidad, la seguridad de los productos en la producción de alimentos y la seguridad
ambiental. En estas áreas de utilización, las pruebas rápidas se utilizan para detectar enfermedades
animales, patógenos, productos qúımicos, toxinas y contaminantes del agua, entre otros[63].

Las aplicación más conocida del inmunoensayo de flujo lateral es la prueba de embarazo que
permite la detección de la hormona HCG en orina. Más aún, con la evolución de la pandemia
del SARS-CoV-2 en 2020, se desarrollaron pruebas rápidas de ant́ıgenos basadas en flujo lateral
utilizadas de forma masiva alrededor del mundo.

El principio detrás del LFA es simple: una muestra ĺıquida que contiene el analito de interés
se mueve por acción capilar a través de varias zonas de tiras poliméricas, sobre las cuales se unen
moléculas que pueden interactuar con el analito.

Una tira de flujo lateral t́ıpica, como se puede observar en la Figura 33, consiste en membra-
nas superpuestas que están montadas sobre un soporte para una mejor estabilidad y manejo. La
muestra se aplica en un extremo de la tira, en la zona adsorbente impregnada con tensioactivos.
La muestra migra a través de la zona de liberación conjugada que contiene anticuerpos que son es-
pećıficos del analito diana y se conjugan con part́ıculas coloreadas o fluorescentes, más comúnmente
microesferas de látex u oro coloidal[63]. La muestra junto con el anticuerpo conjugado unido al
analito diana, migra a lo largo de la tira hacia la zona de detección.
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La zona de detección es una membrana porosa (generalmente compuesta de nitrocelulosa) con
componentes biológicos espećıficos (principalmente anticuerpos o ant́ıgenos) inmovilizados en una
ĺınea.

Figura 33: Las capas que forman el ensayo enzimático de flujo lateral[64].

El rol de de la ĺınea de prueba es reconocer el analito de la muestra dando una respuesta adecua-
da, mientras que una respuesta en la ĺınea de control indica que el flujo de ĺıquido se pudo mover en
la tira. La lectura de las las ĺıneas se puede hacer simplemente por observación del color de las ĺıneas.

Figura 34: Los dos posibles resultados del test[65]. T indica la ĺınea del test y C la ĺınea de control.

El correcto funcionamiento del dispositivo se basa en que el ĺıquido fluya a través de la tira
debido a la fuerza capilar del material y para mantener este movimiento, se fija una almohadilla
absorbente en el extremo de la tira. La función de la almohadilla absorbente es absorber el exceso
de reactivos y evitar el reflujo del ĺıquido[63]. La Figura 33 muestra las diferentes capas en un
LFA donde la ĺınea del test y la de control indican un resultado positivo o negativo. Como los tan
conocidos test de embarazo, cuando se observan dos ĺıneas de color significa un resultado positivo
mientras que una sola ĺınea de color indica un resultado negativo.
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Parte II

Diseño del dispositivo
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6. Diseño conceptual

En una primera etapa de diseño se valoraron las alternativas para el dispositivo microflúıdico.
Para ello, se analizaron distintas posiciones y montajes de las capas que conforman un inmunoen-
sayo de flujo lateral.

De acuerdo con los estudios de dispositivos de flujo lateral, la interacción del fluido (muestra
de orina en este caso) con la tira de papel es posible por la capilaridad del material. Las metas
del diseño del soporte son dos: poder mantener la tira de papel montada en un lugar fijo y que
la introducción de la muestra sea cómoda para el paciente. Teniendo estos detalles en cuenta, se
analizaron distintos dispositivos comerciales como los test rápidos para detectar el coronavirus en
sangre y los test de embarazo con orina.

6.1. Opciones de diseño

Utilizado el software SolidWorks 2020, se generaron dos modelos diferentes de dispositivos para
ver la viabilidad de fabricación con impresión 3D. La idea es desarrollar un dispositivo que pueda
hacer de soporte para la tira de diagnóstico y a su vez, que la tira una vez utilizada pueda ser
descartada y reemplazada por una nueva en el mismo soporte. De esta forma, se estaŕıa reutilizado
el soporte.

Figura 35: Test rápido de ant́ıgenos (Ag) para detectar el coronavirus en sangre en 15 minutos.
Marca Abbot, modelo PANBIO™ COVID-19 Ag.

Este diseño se compone de dos bases con una sola cavidad que irriga el canal central, entre
estas dos bases que actúan como soporte, se coloca la tira de papel diagnóstico. El test rápido
desarrollado por Abbott es un ejemplo de un ensayo de flujo lateral comercial. El diseño es sencillo
y cumple con los requisitos de dispositivos ASSURED según la OMS.
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Figura 36: Croquis de la base de un soporte realizado en SolidWorks 2020.

Figura 37: El soporte superior con el orificio para la entrada de la muestra y el rectangulo para la
visualización de las ĺıneas.

Las Figuras 36 y 37 muestran el desarrollo de LFA similar al test rápido de COVID19. Sin em-
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bargo, este tipo de dispositivo resultaŕıa incomodo para manipular la orina. Para que el dispositivo
resulte cómodo, el diseño debe permitir que la muestra de orina sea introducida en la cavidad de
entrada sin que el paciente tenga contacto con ella. Por lo tanto, se estudia el planteo del diseño
de un test de embarazo de flujo lateral simple.

Figura 38: Test de detección temprana de embarazo en orina. Marca Clearblue.

En este caso, las ĺıneas de control y testeo fueron diseñadas en forma de cruz para mejorar la
visualización del resultado. La tira de papel (representada en color rosa en la Figura 38) se en-
cuentra por fuera del dispositivo para mejorar la entrada de la muestra. Con este diseño, la orina
puede estar en contacto fácilmente con la tira diagnóstica. Se puede colocar el dispositivo en la v́ıa
de la orina o simplemente colocar una muestra de orina en un frasco de análisis y luego sumergir
la parte de la tira del dispositivo.

En un principio, se consideró el desarrollo de un dispositivo electrónico. En el caso del test de
embarazo, existen tests comerciales que facilitan la lectura (se observa el resultado final en una
pantalla). El dispositivo utiliza el mismo principio que el inmunoensayo de flujo lateral solo que
esta vez, se agrega un sensor de luz, un microcontrolador, un LED y una bateŕıa para transfor-
mar la señal generada en las ĺıneas de la tira, en un mensaje escrito en la pantalla de cristal ĺıquido.

Si bien estos dispositivos presentan el beneficio de una lectura simple y eliminan el riesgo de una
mala interpretación del resultado, los componentes agregados suman al costo final del producto. El
resultado es un producto costoso que no cumple con el objetivo de ser ASSURED. Por lo tanto, se
descartó la posibilidad de desarrollar un dispositivo de lectura electrónica para detectar el PCA3
en orina.
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Figura 39: Test de embarazo electrónico. Componentes: sensor de luz, microcontrolador, LED, y
pantalla de cristal ĺıquido. Crédito: BBC.

Teniendo en consideración la ventajas del diseño de los tests de la Figuras 38 y 35 se procede a
diseñar un modelo h́ıbrido en SolidWorks 2020. De forma ilustrativa se elije el nombre TATA (por
próstata) para identificar este modelo.

Figura 40: Medidas exteriores del dispositivo en miĺımetros.
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Figura 41: Plano lateral: medidas de corte generando el espacio hueco para insertar la tira.

Figura 42: Visualización del espacio de las ĺıneas de testeo y control.

6.2. Diseño definitivo

Figura 43: Modelo TATA final.

La elección de este modelo en particular se debe a la simplicidad y a la facilidad de colocación
de la muestra. Teniendo en cuenta que el diseño final será impreso en 3D, se realiza el diseño de la
pieza entera para que pueda ser impresa de manera directa con un solo archivo final.
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Las dimensiones del dispositivo son 85mm x 30mm. Se tienen en cuenta las dimensiones de las
tiras diagnósticas comerciales que vienen preparadas directamente para la colocación en uno de los
extremos del dispositivo. Este extremo es hueco con el objetivo de poder cambiar la tira una vez
que sea utilizada. La ĺınea de testeo se encuentra a 20mm de la apertura del dispositivo y a 5 mm
de la ĺınea de control.

Uno de los objetivos del proyecto es que el dispositivo sea de bajo costo para que el acceso a
este tipo de tecnoloǵıa se encuentre garantizado. Por lo tanto, la técnica para la fabricación del
soporte elegida será la impresión 3D.

Todos los diseños han sido realizados en SolidWorks, para su posterior impresión en 3D todos
los archivos han sido convertidos al formato .stl. El repositorio con todos los archivos está en
Github, una plataforma web sin fines de lucro que ofrece un servicio de hosting de repositorios
almacenados en la nube. Github es de público acceso para que los usuarios puedan replicar los
modelos e imprimirlos. Además, los usuarios pueden realizar actualizaciones y modificaciones de
las piezas, mientras que la plataforma almacena todas las versiones por separado.

7. Tiras diagnósticas: desarrollo de ensayos de flujo lateral
personalizados

Hasta el d́ıa de la fecha (15 de Junio 2021), no existe una tira diagnóstica espećıfica para de-
tectar el PCA3 en orina. Es necesario enviar a un laboratorio las especificaciones de los reactivos
para que el en ensayo de flujo lateral resultante sea el indicado.

Las tiras para realizar un inmunoensayo se obtienen trabajando en conjunto con un laboratorio.

El proceso consta de tres pasos:

1. Fase de concepto y planificación.

Definición de mercado, producto, suministro y requisitos de registro.

2. Viabilidad y optimización de ensayos.

Evaluación de especificaciones y materiales.

3. Escalado y traslado a producción.

Lotes de validación a pequeña y mediana escala luego a escala de producción.

En la sección de inmunoensayo de flujo lateral 5.1.5 se observa que el ensayo consta de cua-
tro capas diferentes. Las ĺıneas de testeo y control contienen diferentes reactivos (anticuerpos u
ant́ıgenos) que interactúan con la orina en busca del ant́ıgeno prostático 3. Por lo tanto, se deben
definir los materiales de cada capa para que se logre obtener un inmunoensayo de flujo lateral para
el PCA3.

Algunos de los laboratorios que fabrican anticuerpos y reactivos para los LFA son: Innova Bios-
ciences, DCN Diagnostics, Nanorepro, NovaTec y Biosystems.

Para la elección de materiales de la tira diagnóstica se consultaron diferentes fuentes bibliográfi-
cas. El desarrollo de las tiras sigue un protocolo común que debe ser adaptado teniendo en cuenta
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el analito de interés y el costo de elaboración. Comprando los insumos necesarios se podŕıa desa-
rrollar la tira siguiendo las pautas de un ensayo LFA.

La puesta en práctica de la tira resultante queda fuera del alcance de este proyecto por cuestiones
de costo y tiempo disponible. El protocolo para el desarrollo de un test ELISA espećıfico para el
PCA3 se encuentra adjuntado en el Anexo. En este proyecto, se eligieron los materiales necesarios
para realizar la adaptación del test ELISA a un LFA. La tira se podŕıa desarrollar contactando a
un fabricante de tiras como Innova Biosciences.

7.0.1. Almohadilla de muestra

La elección adecuada de la almohadilla de muestra garantiza que un ensayo comience sin com-
plicaciones, controlando la velocidad en la que la orina entra en el dispositivo. La misión de las
almohadillas es controlar que la muestra sea distribuida uniformemente en la almohadilla conju-
gada. En los LFA, las almohadillas suelen ser de liner de algodón o fibra de vidrio unida[66]. Las
borras de algodón son adecuadas para pequeños volúmenes de muestra (hasta aproximadamente
200 µL) y tienen una velocidad de absorción más lenta que la fibra de vidrio unida.

Para la selección de las almohadillas es importante que sean fabricadas en condiciones controla-
das: los entornos con certificación ISO 9001 protegen los componentes de la contaminación durante
la fabricación. Asimismo, los fabricantes de almohadillas tienen medidas estándar rectangulares
que luego pueden cortadas para que quepan en el espacio del soporte. En este diseño se selecciona
el material de referencia GFB-R4 (0.35) para muestras de 60 µL teniendo en cuenta la viscosidad
de la orina y el volumen de muestra necesaria.

7.0.2. Almohadilla de liberación conjugada

Esta almohadilla se coloca por debajo de la de la muestra. Su función es tener los conjugados en
formato seco y almacenados sin daño ni agregación para liberarse rápidamente cuando la muestra
entre en contacto.

La selección de la almohadilla de liberación más adecuada ahorra costos y tiempo. Por ejemplo,
las almohadillas intŕınsecamente hidrófilas no requerirán tratamiento antes de la aplicación del
conjugado, lo que reduce los costos de los reactivos[66].

Teniendo en cuenta estos detalles, para este proyecto se debe emplear una combinación única
de protéına fijadora de anticuerpos espećıficos conjugada con part́ıculas de oro coloidal.

7.0.3. Membrana de nitrocelulosa

Probablemente, el rol de la membrana sea el más importante. La membrana elegida se define
por la velocidad de flujo capilar (se mide en s/cm) y el tamaño del poro.

Las membranas de nitrocelulosa se encuentran disponibles en una variedad de formulaciones y
tasas de absorción. Una ĺınea de captura ńıtida e intensa se basa en la capacidad de la membrana
de nitrocelulosa para unir suficientes protéınas al tiempo que minimiza los niveles de ruido de fondo
para una fácil interpretación de los resultados[66].
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La ĺınea T, es la zona de captura. Esta ĺınea se encuentra a 15mm de la zona de ingreso de la
muestra y a 5mm de la ĺınea C. En la zona de captura se forma el complejo analito-anticuerpo-
conjugado a los anticuerpos inmovilizados en la tira. En el caso de la presencia de PCA3 la ĺınea
se vuelve visible. La muestra restante migrará hacia la zona de control, la ĺınea C que tiene un
segundo anticuerpo, da lugar a la segunda ĺınea visible.

La ĺınea de control C se posiciona lo más lejos posible de la zona de ingreso de la muestra debido
a que cuanto menor sea la velocidad de la orina, mayor será el tiempo de interacción del analito
presente en la muestra y el reactivo de detección.

Para fijar la ĺınea de control se debe utilizar anti-IgG de ratón que es compatible con el anti-
cuerpo de detección también desarrollado en ratón.

Para la ĺınea del test T se debe utilizar anticuerpo monoclonal anti-PCA3 y para la fijación,
se proponen las part́ıculas de látex por su bajo coste y su versatilidad para mostrar las marcas de
forma visual.

7.0.4. Almohadilla de absorción

Por último, la almohadilla de absorción se coloca en un extremo distal de la tira y esta controla
el flujo de la muestra. Las caracteŕısticas de absorción deben ser apropiadas para la orina, se debe
elegir un material hidrófilo como la fibra de vidrio. Su función es aumentar la cantidad de muestra
que entra en la tira y además prevenir el retroceso de la orina devuelta a la membrana.

8. Fabricación del dispositivo

8.1. Impresión 3D

El costo es a menudo el factor determinante de cómo se realizará una pieza. Entre los diferentes
procesos de fabricación que se encuentran adoptados actualmente por la industria, la impresión
3D forma parte de los procesos con técnica aditiva. Es un proceso mediante el cual se genera
un objeto sólido tridimensional, prácticamente de cualquier forma a partir de un modelo digital.
Actualmente, la tecnoloǵıa de impresión 3D representa una gran oportunidad para ayudar a la
industria farmacéutica y empresas médicas para crear productos más espećıficos, cambiando la
forma que los médicos y cirujanos planifican los procedimientos[67].

Cuatro pasos técnicos son necesarios para imprimir finalmente el modelo digital:

1. El desarrollo de la geometŕıa 3D.

2. La optimización del archivo para la impresión f́ısica.

3. La selección de materiales.

4. La selección adecuada de la impresora.

Para poder optimizar el tiempo de fabricación y ahorrar en resina utilizada, el diseño se basa en
la técnica de impresión 3D más económica. En el 2015 se definió mediante una norma de técnicas
de manufactura aditiva (ISO/ASTM 52900) la clasificación de las impresoras 3D.

Las tres técnicas de manufactura industrial se pueden observar en la siguiente figura:
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Figura 44: Esquema comparativo de como las técnicas formativas (arriba), reductoras (medio) y
aditivas (abajo) imprimen los componentes[68].

Se comparan los costos por número de producción de las tres técnicas en la Figura 45. En el
caso de este proyecto, se apunta a una escala pequeña de producción en principio, donde pequeñas
y medianas empresas o las instituciones médicas que dispongan de una impresora 3D puedan im-
primir los soportes y construir sus propios dispositivos.

Por lo tanto, se selecciona la técnica de manufactura aditiva por el bajo costo y además, por las
limitaciones que tendŕıan los dispositivos hechos con técnica formativa. Estas piezas no se podŕıan
desarmar dado que son producidas como una sola pieza en conjunto.
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Figura 45: En una economı́a de escala la técnica formativa es la más costo eficiente. [68].

Otro aspecto importante es el material de impresión. Se distinguen dos categoŕıas distintas:
impresoras de poĺımeros o impresoras de metales.

Figura 46: 6 tipos de impresión 3D y sus siglas adoptadas con la norma ISO/ASTM 52900[68].

Los poĺımeros para impresión 3D generalmente son comercializados en tres formatos: filamentos,
resinas y polvo. A su vez, los poĺımeros pueden ser divididos en dos categoŕıas diferentes depen-
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diendo de su comportamiento térmico: termoplásticos y termoendurecibles.

Por un lado, los termoplásticos se pueden fundir y solidificar una y otra vez conservando sus
propiedades. Tanto el moldeo por inyección tradicional, aśı como los procesos de impresión FFF,
hacen uso de termoplásticos puesto que el plástico caliente es maleable, este es colocado en una
plataforma de construcción donde luego se solidifica.

Por otro lado, a diferencia de los termoplásticos, los termoestables no se derriten. Los termo-
endurecibles t́ıpicamente comienzan como un fluido viscoso y se curan para volverse sólidos. Se
solidifican mediante calor, exposición a la luz o mezclados con un catalizador. Una vez sólido, los
termoendurecibles no se pueden derretir y, en cambio, perderán la integridad estructural cuando
se somete a altas temperaturas. Los procesos de inyección utilizan termoestables de fotopoĺımero
que se endurecen cuando son expuestos a un láser o luz ultravioleta.

A diferencia de los poĺımeros que se utilizan en una variedad de formas, la impresión 3D de
metal utiliza casi exclusivamente polvos. La impresión en metal permite piezas de alta calidad, fun-
cionales y que soportan carga. Sin embargo, estas piezas tienen un costo más elevado de producción.

Teniendo en consideración ambos materiales, para este proyecto se recomienda el uso de poĺıme-
ros por su costo. Los filamentos son los materiales de menor costo utilizados en la impresión 3D
(aproximadamente $1500 pesos argentinos por 1 kg de filamento de color). Para la elección de la
impresora hay que considerar las dimensiones de la plataforma de impresión que pueden ser 200 x
200 x 200 mm en el caso comercial o 1000 x 1000 x 1000 mm en el caso industrial.

Dentro de los filamentos se recomiendan los PLA por su facilidad de impresión: no requieren de
altas temperaturas como los ABS y son los plásticos más comúnmente utilizados. Algunas marcas
internacionales son: ColorFabb, Formfutura, Innofil, Polymaker y Ultimaker.

La industria de impresión 3D en Argentina incrementó en años recientes causando un aumento
de insumos fabricados de forma nacional para la impresión 3D. Algunas empresas nacionales donde
se puede conseguir el PLA son: ColorUp, PrintAlot, Plast.AR, GriloN3 Y 3n3.

8.2. Recomendaciones

8.2.1. Recomendaciones médicas

Se debe estudiar la recomendación del uso del dispositivo en los pacientes sanos. Uno de los
objetivos del dispositivo es evitar las biopsias. Por esta razón, se propone utilizar el test rápido de
PCA3 como un método más de screening sumando un dato más junto con el tacto rectal anual y
el valor de PSA. Dado el estado reciente de las investigaciones, hacen falta más ensayos cĺınicos
del gen PCA3 para reemplazar el análisis de PSA a nivel global.

Es importante destacar que por convención se utiliza una escala basada en la comparación
cuantitativa del PCA3 y el PSA en la muestra definida con la siguiente ecuación:

PCA3 Score =
ARNm de PCA3

ARNm de PSA
x 1000 (3)
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Los valores obtenidos menores a 35 tienen una probabilidad menor de obtener una biopsia posi-
tiva y los valores mayores a 35 tienen una probabilidad mayor. El ensayo de flujo lateral propuesto
en este proyecto no es cuantitativo. Simplemente se tiene un resultado positivo o negativo depen-
diendo de la presencia del ant́ıgeno prostático 3 en orina. Esta no cuantificación del resultado puede
llevar al paciente a realizarse una biopsia innecesaria y esto es un punto de controversia como lo ha
sido el PSA. Sin embargo, la ĺınea de testeo del dispositivo se podŕıa diseñar teniendo el número
35 de corte presente y configurando los reactivos para que sólo se coloree la ĺınea al encontrar la
concentración con puntaje mayor a 35 de una prueba convencional de PCA3.

Por otro lado, tomando en cuenta el protocolo de vigilancia activa de cáncer de próstata lo-
calizado del Hospital Británico en Buenos Aires publicado en el 2020, se propone utilizar este
dispositivo como un indicador más para aquellos pacientes clasificados sin riesgo pero con niveles
de PSA alto y DRE sospechoso.

Figura 47: Algoritmo presentado por el Servicio de Uroloǵıa del Hospital Británico.

8.2.2. Recomendaciones para la fabricación

En general, los kits de diagnóstico tienen śımbolos en el envase indicando el cumpliendo de los
requisitos sanitarios para el diagnóstico in-vitro. Es importante que cumpla con estos para poder
ser comercializado en diferentes regiones del mundo. En Argentina, para la aprobación comercial la
ANMAT se basa en los requerimientos impuestos en la Comunidad Europea para dispositivos POC.
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Los śımbolos utilizados en kits comerciales para diagnóstico son los siguientes:

9. Trabajos futuros y sugerencias

Los dispositivos POC tomaron relevancia en la última época por la pandemia de COVID-19.
La mejora y el desarrollo de los mismos está en auge. Los trabajos futuros relacionados con este
proyecto final de carrera son:

Validación de la tira diagnóstica y confirmación del porcentaje de sensibilidad y especificidad
en condiciones de análisis de laboratorio reales.

Fabricación de prototipos.

Aumentar las posibilidades del test para medir simultáneamente otros biomarcadores de
interés como puede ser el PSA.

Patentamiento de la tira11.
11El trámite de patentamiento en Argentina puede durar hasta 5 años. La vigencia de la patente es por 20 años

desde que es otorgada y se inicia en el Instituto Nacional de la Propiedad Industrial (INPI).
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Presentación ante el ANMAT.

Desarrollo de una aplicación celular para el registro de resultados de los pacientes.

El desarrollo del dispositivo está apuntado a mejorar la calidad de vida de los individuos al po-
der detectar la enfermedad en estadios cĺınicos prematuros sin la necesidad de un proceso invasivo.
Asimismo, la idea es poder en un futuro replicar la búsqueda sistemática y el desarrollo para otras
patoloǵıas. Más aún, seŕıa ideal poder crear un dispositivo que pueda detectar simultáneamente
varios biomarcadores.

La sección 2.2 la cual describe el cáncer de próstata en detalle, deja de lado la explicación de
la escala de Gleason. Esta es una escala que se emplea para medir el grado de agresividad de un
PCa, basándose en la observación al microscopio de las caracteŕısticas que presentan las células
de la muestra obtenida en una biopsia del órgano. Este proyecto se basa en prevenir las biopsias
y detectar al cáncer en estados que no requieren la estadificación del tumor. Por lo tanto, no se
consideró la explicación de la clasificación de los tumores en gran detalle. Sin embargo, en un futuro
se recomienda estudiar la posible relación del biomarcador PCA3 y el valor de la escala de Gleason.

10. Conclusiones

Para la confección de este proyecto final, el diseño del dispositivo se sustentó con bibliograf́ıa
basada en la evidencia, conformada por múltiples ensayos y por gúıas prácticas para el diagnóstico
del cáncer de próstata de reconocidas sociedades urológicas y oncológicas internacionales. El obje-
tivo de este proyecto final era encontrar un biomarcador adecuado para la detección del cáncer de
próstata en orina y diseñar un dispositivo de diagnóstico rápido. Para tal fin:

Se realizó una capacitación acerca de la situación diagnóstica actual del cáncer.

Se realizó una búsqueda sistemática automatizada en inglés en PubMed y una manual en
base de datos locales en español del biomarcador PCA3.

Se seleccionó el dispositivo POC como modelo ideal para llevar acabo un diagnóstico rápido
y de bajo costo.

Se eligió la técnica de inmunoensayo de flujo lateral por su eficiencia y simplicidad.

Se diseñó un dispositivo POC cumpliendo con las normas de la OMS mediante un software
CAD.

Se eligieron los materiales de impresión 3D.

Se realizó una propuesta de fabricación del prototipo para pequeñas y medianas empresas u
instalaciones médicas que dispongan de una impresora 3D.

Se valorizó el trabajo a futuro y las posibles aplicaciones en pacientes con sospecha de PCa.

El dispositivo POC diseñado en este proyecto no es un modelo definitivo si no un punto de
partida para un laboratorio o emprendedor cient́ıfico.

El análisis sistemático realizado en este proyecto destaca la importancia del conocimiento públi-
co de las investigaciones para poder retroalimentar el ecosistema cient́ıfico y de esta manera, poder
desarrollar dispositivos de forma más rápida y segura. Asimismo, se expone la necesidad de fabricar
dispositivos simples, eficaces y de bajo costo para una detección temprana de las enfermedades. La
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investigación efectuada en este proyecto acerca del PCA3, se puede emular para los dispositivos
POC aplicados a otras patoloǵıas que tengan biomarcadores cĺınicamente verificados.
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gov/espanol/noticias/temas-y-relatos-blog/2015/sobrediagnostico

[8] World Health Organization. (2017). OMS — Cáncer. World Health Organization. Disponible
en https://www.who.int/topics/cancer/es/.
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35(10), pp. 597–598. doi:10.1016/j.acuro.2011.07.002.

[50] Day, J. R., Jost, M., Reynolds, M. A., Groskopf, J., Rittenhouse, H. (2011).
PCA3: From basic molecular science to the clinical lab. Cancer Letters, 301(1), 1-6.
doi:10.1016/j.canlet.2010.10.019
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Anexo

10.1. QUADAS tool

Las 14 preguntas utilizadas para obtener el valor númerico de QUADAS.
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10.2. Escala de Gleason

Consta de 5 grados (GG): grado 1 (GG1: Gleason 6); grado 2 (GG2: Gleason 3 + 4= 7); grado
3 (GG3: Gleason 4 + 3= 7); grado 4 (GG4: Gleason 8), y grado 5 (GG5: Gleason 9-10).
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Figura 48: Base para la asignación de los grupos pronósticos en base a las biopsias. A)Patrones
de Gleason 1-3: Glándulas individuales y bien diferenciadas. B) Patrón de Gleason 4: Glándulas
pobremente formadas, fusionadas y cribiformes. C) Patrón de Gleason 5: nidos sólidos, sábanas,
necrosis[72]. Créditos de la imagen: The Johns Hopkins University. Jonathan Epstein, M.D.
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10.3. Realización de un test ELISA en un laboratorio

Para la realización de la tiras diagnósticas en un laboratorio, se puede seguir el protocolo
propuesto por Kathryn H. Ching en el caṕıtulo 13 del libro Lateral Flow Immunoassay[71]. La
publicación cuenta con derechos de autor y por lo tanto no es posible reproducir el contenido en
esta tesis. En el caso de interés, el protocolo se puede consultar en el caṕıtulo 13 del libro: Ro-
bert Hnasko (ed.), ELISA: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 1318, DOI
10.1007/978-1-4939-2742-5 13, © Springer Science+Business Media New York 2015.

Por otro lado, el protocolo para el test de ELISA espećıfico para PCA3 fue elaborado por bio-
compare.com y se puede observar a continuación. El propósito de la tesis es adaptar este protocolo
para un LFA. Por ahora este protocolo solo puede ser utilizado para la investigación y no para uso
diagnóstico dado que faltan estudios para confirmar su sensibilidad y especificidad en uso práctico.
Puede resultar útil como gúıa.
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Human Prostate Cancer Antigen 3 ELISA Kit 

Cat.No MBS167676 

Standard Curve Range: 0.05ng/ml - 15ng/ml  

Sensitivity: 0.023ng/ml 

Size: 96 wells    

Storage: Store the reagents at 2-8°C. If individual reagents are opened it is recommended that the 

kit be used within 1 month.  

*This product is for research use only, not for use in diagnosis procedures. It’s highly 

recommend to read this instruction entirely before use. 

 

Precision 

Intra-Assay Precision (Precision within an assay) Three samples of known concentration were 

tested on one plate to assess intra-assay precision. 

Inter-Assay Precision (Precision between assays) Three samples of known concentration were 

tested in separate assays to assess inter-assay precision. 

CV(%) = SD/mean x 100  

Intra-Assay: CV<8%   

Inter-Assay: CV<10% 

 

Intended Use 

This sandwich kit is for the accurate quantitative detection of human Prostate Cancer Antigen 3 

(also known as PCA3) in serum, plasma, cell culture supernates, cell lysates, tissue homogenates. 

 

Assay Principle 

This kit is an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The plate has been pre-coated with 

human PCA3 antibody. PCA3 present in the sample is added and binds to antibodies coated on the 

wells. And then biotinylated human PCA3 Antibody is added and binds to PCA3 in the sample. 

Then Streptavidin-HRP is added and binds to the Biotinylated PCA3 antibody. After incubation 

unbound Streptavidin-HRP is washed away during a washing step. Substrate solution is then added 

and color develops in proportion to the amount of human PCA3. The reaction is terminated by 

addition of acidic stop solution and absorbance is measured at 450 nm. 
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Reagent Provided 

 

Material Required But Not Supplied 

 37°C±0.5°C incubator  

 Absorbent paper   

 Precision pipettes and disposable pipette tips    

 Clean tubes    

 Deionized or distilled water   

 Microplate reader with 450 ± 10nm wavelength filter    

 

Precautions 

 Prior to use, the kit and sample should be warmed naturally to room temperature 30 minutes. 

 This instruction must be strictly followed in the experiment. 

 Once the desired number of strips has been removed, immediately reseal the bag to protect the 

remain from deterioration. Cover all reagents when not in use.   

 Make sure pipetting order and rate of addition from well-to-well when pipetting reagents.  

 Pipette tips and plate sealer in hand should be clean and disposable to avoid 

cross-contamination. 

 Avoid using the reagents from different batches together. 

 Substrate solution B is sensitive to light, don’t expose substrate solution B to light for a long 

time. 

 Stop solution contains acid. Please wear eye, hand and skin protection when using this 

material. Avoid contact of skin or mucous membranes with kit reagent. 

Components Quantity 

Standard Solution (16ng/ml) 0.5ml x1 

Pre-coated ELISA Plate 12 * 8 well strips x1 

Standard Diluent 3ml x1 

Streptavidin-HRP 6ml x1 

Stop Solution 6ml x1 

Substrate Solution A  6ml x1 

Substrate Solution B  6ml x1 

Wash Buffer Concentrate (25X) 20ml x1 

Biotinylated human PCA3 Antibody  1ml x1 

User Instruction 1  

Plate Sealer  2 pics 

Zipper bag 1 pic 
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 The kit should not be used beyond the expiration date. 

 

Specimen Collection                                                                                                  

Serum Allow serum to clot for 10-20 minutes at room temperature. Centrifuge at 2000-3000 RPM 

for 20 minutes. 

 

Plasma Collect plasma using EDTA or heparin as an anticoagulant. Centrifuge samples for 15 

minutes at 2000-3000 RPM at 2 - 8°C within 30 minutes of collection. 

 

Urine Collect by sterile tube. Centrifuge at 2000-3000 RPM for approximately 20 minutes. When 

collecting pleuroperitoneal fluid and cerebrospinal fluid, please follow the procedures 

above-mentioned. 

 

Cell Culture Supernatant Collect by sterile tubes when examining secrete components. 

Centrifuge at 2000-3000 RPM for approximately 20 minutes. Collect the supernatants carefully. 

When examining the components within the cell, use PBS (pH 7.2-7.4) to dilute cell suspension to 

the cell concentration of approximately 1 million/ml. Damage cells through repeated freeze-thaw 

cycles to let out the inside components. Centrifuge at 2000-3000 RPM for approximately 20 

minutes. 

 

Tissue Rinse tissues in PBS (pH 7.4) to remove excess blood thoroughly and weigh before 

homogenization. Mince tissues and homogenize them in PBS (pH7.4) with a glass homogenizer on 

ice. Thaw at 2-8°C or freeze at -20°C. Centrifuge at 2000-3000 RPM for approximately 20 

minutes. 

 

Note 

 Sample concentrations should be predicted before being used in the assay. If the sample 

concentration is not within the range of the standard curve, users must contact us to 

determine the optimal sample for their particular experiments. 

 Samples to be used within 5 days should be stored at 2-8°C. Samples should be aliquoted or 

must be stored at -20°C within 1 month or -80°C within 6 months. Avoid repeated freeze 

thaw cycles. 

 Samples should be brought to room temperature before starting the assay. 

 Centrifuge to collect sample before use. 

 Samples containing NaN3 can’t be tested as it inhibits the activity of Horse Radish Peroxidase 

(HRP). 

 Collect the supernatants carefully. When sediments occurred during storage, centrifugation 

should be performed again. 
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 Hemolysis can greatly impact the validity of test results. Take care to minimize hemolysis. 

*Sample can't be diluted with this kit. Owing to the the material we use to prepare the kit, the 

sample matrix interference may falsely depress the specificity and accuracy of the assay.  

 

Reagent Preparation 

 All reagents should be brought to room temperature before use. 

 Standard Reconstitute the 120μl of the standard (16ng/ml) with 120μl of standard diluent to 

generate a 8ng/ml standard stock solution. Allow the standard to sit for 15 mins with gentle 

agitation prior to making dilutions. Prepare duplicate standard points by serially diluting the 

standard stock solution (8ng/ml) 1:2 with standard diluent to produce 4ng/ml, 2ng/ml, 1ng/ml 

and 0.5ng/ml solutions. Standard diluent serves as the zero standard(0 ng/ml). Any remaining 

solution should be frozen at -20°C and used within one month. Dilution of standard solutions 

suggested are as follows:  

 

 

 

 

 

 

 

 Wash Buffer Dilute 20ml of Wash Buffer Concentrate 25X into deionized or distilled water 

to yield 500 ml of 1x Wash Buffer. If crystals have formed in the concentrate, mix gently 

until the crystals have completely dissolved. 

 

Assay Procedure 

1. Prepare all reagents, standard solutions and samples as instructed. Bring all reagents to room 

8ng/ml Standard No.5 120μl Original Standard + 120μl Standard Diluent 

4ng/ml Standard No.4 120μl Standard No.5 + 120μl Standard Diluent 

2ng/ml Standard No.3 120μl Standard No.4 + 120μl Standard Diluent 

1ng/ml Standard No.2 120μl Standard No.3 + 120μl Standard Diluent 

0.5ng/ml Standard No.1 120μl Standard No.2 + 120μl Standard Diluent 

Standard 
Concentration Standard No.5 Standard No.4 Standard No.3 Standard No.2 Standard No.1 

16ng/ml 8ng/ml 4ng/ml 2ng/ml 1ng/ml 0.5ng/ml 
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temperature before use. The assay is performed at room temperature. 

2. Determine the number of strips required for the assay. Insert the strips in the frames for use. 

The unused strips should be stored at 2-8°C. 

3. Add 50μl standard to standard well. Note: Don’t add antibody to standard well because the 

standard solution contains biotinylated antibody. 

4. Add 40μl sample to sample wells and then add 10μl anti-PCA3 antibody to sample wells, then 

add 50μl streptavidin-HRP to sample wells and standard wells (Not blank control well). Mix 

well. Cover the plate with a sealer. Incubate 60 minutes at 37°C. 

5. Remove the sealer and wash the plate 5 times with wash buffer. Soak wells with at least 0.35 

ml wash buffer for 30 seconds to 1 minute for each wash. For automated washing, aspirate all 

wells and wash 5 times with wash buffer, overfilling wells with wash buffer. Blot the plate 

onto paper towels or other absorbent material. 

6. Add 50μl substrate solution A to each well and then add 50μl substrate solution B to each 

well. Incubate plate covered with a new sealer for 10 minutes at 37°C in the dark. 

7. Add 50μl Stop Solution to each well, the blue color will change into yellow immediately. 

8. Determine the optical density (OD value) of each well immediately using a microplate reader 

set to 450 nm within 10 minutes after adding the stop solution. 

Summary 

1. Prepare all reagents, samples and standards. 

2. Add sample and ELISA reagent into each well. Incubate for 1 hour at 37°C. 

3. Wash the plate 5 times.  

4. Add substrate solution A and B. Incubate for 10 minutes at 37°C. 

5. Add stop solution and color develops. 

6. Read the OD value within 10 minutes. 

Calculation of Result 

Construct a standard curve by plotting the average OD for each standard on the vertical (Y) axis 

against the concentration on the horizontal (X) axis and draw a best fit curve through the points on 

the graph. These calculations can be best performed with computer-based curve-fitting software 

and the best fit line can be determined by regression analysis.  

Typical Data 

This standard curve is only for demonstration purposes. A standard curve should be generated with 

each assay. 
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Troubleshooting 

 

Possible Case Solution 

High Background 

 Improper washing 

 Substrate was contaminated  

 Non-specific binding of antibody 

 Plate are not be sealing incompletely  

 Incorrect incubation temperature 

 Substrate exposed to light prior to use 

 Contaminated wash buffer 

 Increasing duration of soaking steps 

 Replace. Substrate should be clean and avoid crossed 

contamination by using the sealer 

 Replace another purified antibody or blocking buffer  

 Make sure to follow the instruction strictly 

 Incubate at room temperature 

 Keep substrate in a dark place 

 Use a clean buffers and sterile filter 

Weak Signal 

 Improper washing 

 Incorrect incubation temperature 

 Antibody are not enough  

 Reagent are contaminated  

 Pipette are not clean 

 Increasing duration of soaking steps 

 Incubate at room temperature 

 Increase the concentration of the antibody 

 Use new one 

 Pipette should be clean 

No Signal 

 Reagent are contaminated  

 Sample prepared incorrectly 

 Antibody are not enough  

 Wash buffer contains sodium azide 

 HRP was not added 

 Use new one 

 Make sure the sample workable/dilution 

 Increase the antibody concentration 

 Use a new wash buffer and avoid sodium azide in it 

 Add HRP according to the instruction 

Poor Precision 

 Imprecise/ inaccurate pipetting  

 Incomplete washing of the wells 

 

 Check/ calibrate pipettes  

Make sure wells are washed adequately by filling the wells 

with wash buffer and all residual antibody solutions 

crossed well before washing.  
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