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La cuantificacion de antiproteasas séricas
como marcador en neoplasias. Estudio critico
de su utilidad

J. Millan, A. Senra, A. Lorenzo y J.J.B. Lépez Saez

Departamento de Medicina Interna. Facultad de Medicina. Universidad de Cédiz

Para intentar valorar la reaccion organica frente a las proteasas tumorales,
estudiamos los niveles de las principales antiproteasas séricas, alfa,-antitripsina
y alfa,-macroglobulina, en 273 y 103 enfermos tumorales, respectivamente; los
resultados se compararon con los encontrados en 180 y 96 personas normales,
respectivamente. Las diferencias encontradas fueron significativas en ambos
casos (p < 0,0005). Se ha analizado la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo de cada una de las pruebas, para
niveles superiores a la media mas dos desviaciones estandar del grupo control y
se ha encontrado una especificidad superior al 90 % para cualquiera de las
pruebas y un valor predictivo positivo del 95 % para la alfa,-antitripsina y del
83 % para la alfa,-macroglobulina.

El estudio de la distribucion porcentual de los valores asi como ia relacién entre
verdaderos positivos y falsos positivos para los distintos niveles de cada una de
las antiproteasas (ROC curves), evidencia que la alfa;-antitripsina puede ser
utilizada como marcador biolégico mas propiamente que la alfa,-macroglobulina.

The quantification of serum antiproteases as markers of neoplasia.
A critical study of its usefulness

In an attempt to evaluate the organic reaction to tumour proteases we have
studied the levels of the main serum antiproteases (alpha,-antitrypsin and
alpha,-macroglobulin) in 273 and 103 patients with neoplasia, respectively,
and we have compared the results with those from 180 and 96 normal
individuals, respectively. The differences were significant in both instances

(p < 0.0005). We have analyzed the sensitivity, specificity, positive predictive
value and negative predictive value of each test for levels higher than the mean
plus two standard deviations of the control group. The specificity was higher
than 90 % for all tests, and the positive predictive value was 95 % for

alpha, -antitrypsin and 83 % for alpha,-macroglobulin.

The study of the percent distribution of values, as well as the relation between
true and false positives for the different levels of each antiprotease

(ROC curves), disclosed that alpha-1-antitrypsin can be more adequately used
as a biological marker than alpha-2-macroglobulin.
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Aunque ciertos marcadores biolégicos
tienen una especificidad muy elevada en
algln caso particular de tumores, como
ocurre con el antigeno carcinoembriona-
rio (CEA) y la alfafetoproteina (AFP)?, lo
cierto es que no es facil encontrar un
ideal y tinico marcador especifico de can-
cer en el suero de pacientes con neopla-
sias®,

Probablemente, la razén para ello reside
en la propia naturaleza de los marcadores
que, la mayoria de las veces, son pro-
ductos de la biologia celular. En muchas
ocasiones, se han estudiado proteinas
celulares, pero existe un gran espectro de
proteinas que pueden ser sintetizadas en
la célula, maxime si ésta no tiene una
clara diferenciacion, tal y como ocurre en
el caso de la célula tumoral®. Esto ha mo-
tivado el estudio de numerosas proteinas,
las cuales han mostrado una escasa es-
pecificidad como marcadores bioldgicos
de céncer.

La posibilidad de que una prueba pueda
detectar Ia presencia de todos los tipos
de céncer o al menos de la mayoria, ra-
dica en el supuesto de que la neoplasia
origina un cambio unico y comun a todos
los tipos®. Este cambio puede tener lugar
en la composicion de algin liquido bio-
légico o puede ser un fenémeno de res-
puesta del huésped. En ocasiones, el fe-
némeno de respuesta del huésped se tra-
duce en la composicion de los liquidos
bioidgicos especialmente en el suero, por
lo que el estudio de ciertas proteinas, de-
nominadas de fase aguda, se ha consi-
derado 1itil como ayuda al diagnéstico®®
aunque también con escasa especifi-
cidad’.

La mayoria de las Ilamadas proteinas de
fase aguda, o reactantes de fase aguda,
son glucoproteinas. Nosotros hemos es-
tudiado alguna de estas glucoproteinas,
en particular aquellas componentes del
suero con capacidad antiprotedsica, con
objeto de demostrar si su cuantificacién
puede ser utilizada como marcador bio-
l6gico de cancer®, habida cuenta de que
sus modificaciones en el suero pueden
ser el reflejo de la existencia de proteasas
en las células tumorales, aspecto éste
que ha quedado suficientemente demos-
trado® 1!,

Sin embargo, por todo lo expuesto pre-
viamente, es légico pensar que en el mo-
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mento actual no es posible analizar ex-
clusivamente el comportamiento cuanti-
tativo de una prueba biolégica, para eva-
luar su posible utilidad como marcador.
Es preciso valorar una serie de indica-
dores cualitativos mateméticos que in-
formen de su eficacia real, que de otra
forma podrfa parecer engafiosa.

En este trabajo pretendemos dar res-
puesta al problema planteado de si las
principales antiproteasas séricas (alfa;-
antitripsina y alfa,-macroglobulina) pue-
den ser consideradas y utilizadas como
marcadores biolégicos, mediante el es-
tudio de sus modificaciones bajo distin-
tos aspectos.

Material y método

Se han estudiado los niveles de aifa,-antitripsina sé-
rica en un grupo de 273 enfermos afectos de tumores
de distintas localizaciones, todos ellos con verifica-
cién histolégica (varones 45 % y mujeres 54,9 %;
con una edad media de 57,8 aftos) y en un grupo de
180 individuos normales, voluntarios sanos o donan-
tes de sangre (varones 68,3 % y mujeres 31,6 %,
con una edad media de 34,5 afos).

Paralelamente, se han estudiado los niveles de alfa,-
macroglobulina sérica en un grupo de 103 pacientes
neopldsicos (varones 51,4 % y mujeres 48,5 %, con
una edad media de 60,01 aios) y en una poblacién
de 96 personas normales (varones 62,5 % y mujeres
37,5 %, con una edad media de 34,5 afos).

La técnica de determinacién ha sido ta inmunodifu-
sion radial simple!? y los resultados se han expresado
en mg/dl. Se han utilizado discos de inmunodifusién
radial Partigen (Instituto Behring).

Se han comparado las cifras medias encontradas en
los distintos grupos mediante la prueba de la t de
Student.

Para valorar la utilidad diagnéstica real, se han ana-
lizado parametros de dispersién y centralizacion, en
particular el intervalo admisible para la cifra media
(lAg) y desviacién estandar (lAps) del grupo control,
calculados para un nivel de fiabilidad del 99 %, y,
respectivamente, a partir de los errores tipicos de la
cifra media (Sx) y de la desviacién estandar (Sps), y
de los correspondientes errores maximos por azar

(Ex y Epg)*® de acuerdo con las férmulas Sx= VT
Ex = 2,6 x Sg, 1Ax = X £ Ej; para la cifra media, y
Sps = 0,707 x Sy, Eps = 2,6 X Spg, 1Aps = DS £
Eps para la desviaci6n estandar.

Se ha calculado la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo de cada
prueba, a partir de las férmulas basadas en el teo-
rema de Bayes'*. La sensibilidad es la probabilidad
de que un enfermo tenga la prueba positiva [(enfer-
mos con prueba positiva / n° total de enfermos) x
1001, mientras que la especificidad es ia probabili-
dad de que una persona no enferma tenga la prueba
negativa [(no enfermos con prueba negativa / n° total
de no enfermos) x 100]; por otra parte, el valor pre-
dictivo positivo es la probabilidad de que un indivi-
duo con prueba positiva padezca fa enfermedad [(en-
fermos con prueba positiva / n°® total de individuos
con prueba positiva) x 100] y el valor predictivo ne-
gativo, la probabilidad de que un individuo con prue-
ba negativa no padezca la enfermedad [(no enfermos
con prueba negativa / n° totat de individuos con prue-
ba negativa) x 100].

Se han comparado los resultados obtenidos en el gru-
po de personas sanas y neoplasicas, considerando la
distribucién det porcentaje de individuos (sanos o en-
fermos) que presentan los distintos niveles de anti-
proteasas, lo que de acuerdo con los trabajos de
Weinstein y Finerberg!® permite valorar graficamente
la posible utilidad al aplicar una prueba cuantitativa.
Por Gltimo, se ha construido la ROC curve (receiving
operating characteristics curve) a partir de los resul-
tados verdaderos positivos y falsos positivos para dis-
tintos niveles séricos de las proteinas, lo que permite
valorar graficamente la capacidad de discriminacién
de una prueba cuantitativa'®.
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TABLA 1

Concentraciones de alfa ;-antitripsina (A1AT) y alfa ,-macroglobulina (A2M)
expresadas en mg/dl (X = DE), en los grupos estudiados

La cifra media de alfa;-antitripsina
(A1AT) sérica en el grupo control fue 341
+ 110,7 mg/dl, mientras que en el grupo
tumoral resulté ser 626,74 £ 326,51
mg/dl. La diferencia entre ambos grupos
mostré una elevada significacién estadfs-
tica (p < 0,0005). £n lo que se refiere a
la alfaz-macroglobulina (A2M), la cifra
media encontrada en las personas nor-

isible* ignificacté:
Grupo control Intervalo admisibie Pacientes neopldsicos Sgnh:l::ttl:un
N R DE (p)**
A1AT 341,00 £ 110,7 | 319,48 + 362,52 | 95,53 — 125,96 | 626,74 + 326,51 | < 0,0005
AZ2M 317,65 £ 105,4 | 289,53 + 345,76 | 85,52 — 125,27 | 414,96 = 211,62 | < 0,0005
* Nivel de fiabilidad del 99 %
** Prueba t de Student
Resultados males fue 317,65 + 105,40 mgadl,

mientras que 414,96 + 211,62 mg/dl,
fue la que se encontré en los pacientes
neopléasicos. La diferencia entre ambos
grupos fue, asimismo, estadisticamente
significativa (p < 0,0005) (tabla 1).

Analizando el intervalo admisible para la
cifra media del grupo control (1Ag), en un
nivel de fiabilidad del 98 %, su Iimite su-
perior resulté ser 362,52 mg/dl para la
AlAT y 345,76 mg/d] para la A2M; asi
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Fig. 1. Distribucion porcentual de las cifras de alfa,-antitripsina y alfa,-macroglobulina en Ias.grupos estu-
diados. En la parte inferior se representan tres tipos de distribucion gréfica para valorar la utilidad de una

prueba diagndstica (tomada de Weinstein y Fineberg'®).
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pues, las cifras medias del grupo tumoral
fueron superiores: 626,74 mg/dl y 414,
96 mg/di, respectivamente (tabla 1).

Al considerar el intervalo admisible para
la desviacion estandar del grupo control
{IAps), con el mismo nivel de fiabilidad,
resulté un limite superior de 125,96 para
la A1AT y 125,27 para la A2M, cifras in-
feriores a las encontradas en los pacien-
tes neoplésicos (326,51 y 211,62, res-
pectivamente), lo que demuestra una
mayor dispersion de los resultados en es-
tos ultimos grupos (tabla 1).

Para calcular la sensibilidad, especifici-
dad, valor predictivo positivo y valor pre-
dictivo negativo de cada prueba, se han
considerado dos niveles a la hora de ca-
lificar la prueba como positiva: cifras su-
periores al intervalo admisible para la ci-
fra media del grupo control y cifras su-
periores a la suma de la cifra media +
dos desviaciones estandar del grupo con-
trol. Como se observa en la tabla 2, don-
de se muestra la sensibilidad, especifi-
cidad, valor predictivo positivo y negativo
para cada uno de estos niveles y para
cada una de las antiproteasas, a medida
que la especificidad es mayor, la sensi-
bilidad es menor y viceversa. Debe des-
tacarse que la especificidad supera el
90 % para ambas pruebas cuando con-
sideramos cifras notoriamente elevadas;
llega al 96,66 % para la A1AT y al 94,
79 % para la aA2M. El valor predictivo
positivo también es muy aceptable para
ambas pruebas: 95,08 % para la A1AT y
83,33 % para la A2M.

En funcion de la distribucién porcentual de
los individuos, de acuerdo con las cifras
encontradas en la poblacion normal y en la
tumoral, se puede observar (fig. 1) que,
en el caso de la A1AT, la distribucién es
caracteristica del comportamiento de lo
que podemos denominar prueba «tipica»,
mientras que la AZM parece tener un va-
for inferior.

Cuando estudiamos los resultados ver-
daderos positivos y los falsos positivos
para los distintos niveles séricos (consi-
derando intervalos de 50 mg/dl) se puede
construir para la AIAT y para la A2M la
receiving operanting characteristics cur-
ve (ROC curve) (fig. 2), la cual pone de
manifiesto que la determinacién de A1AT
puede ser mas util que la de A2M, cuyo
valor para el diagnéstico positivo es me-
nor.

Discusion

Las dos proteinas estudiadas forman par-
te del grupo de proteinas de fase aguda
y retinen las condiciones para ello'®; sin
embargo, su comportamiento es distinto
en algunos aspectos. Este hecho se in-
terpreta a la luz de la distinta estructura
y rasgos bioldgicos, aun cuando su co-
mun denominador sea la capacidad de
inhibicién de proteasas, mediante la for-
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ESTUDIO CRITICO DE SU UTILIDAD
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Fig. 2. Representacion gréfica de los indices de verdaderos positivas y falsos pasitivos para distintos nivefes
de antiproteasas (ROC curve). A Ja derecha se representan los modelos de curva patron para valorar la utilidad
de una prueba diagndstica (tomada de Weinstein y Fineberg'®).

TABLA 2

Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VP +) y valor
predictivo negativo (VP —) de las determinaciones de alfa ;-antitripsina (A1AT)

y alfa ,-macroglobulina (A2M) en pacientes neopldsicos, para dos concentraciones
distintas {elevaciones moderadas o notorias)

5 (%) E (%) VP + (%) — (%)
Concentraciones de A1AT
>1A5 (362,52 mg/dl) 80,95 63,33 77,00 68,67
>Xy + 2DEy (562,52 mg/dl) . 42,49 96,66 95,08 52,56
Concentraciones de A2M
>1Ag (345,76 mg/dl) 54,36 58,33 58,33 54,36
>Xy + 2 DEy (528,45 mg/dl) 24,27 94,79 83,33 53,84

1Ay limite superior del intervalo admisible para la cifra media del grupo control (nivel de fiabilidad del 99 %); Xy cifra media

del grupo control; DEy desviacion estdndar del grupo control.

macién de un complejo proteasa-inhibi-
dor. Como es conocido, los complejos
proteasa-inhibidor son distintos en fun-
cion de la proteasa inhibida, y mientras
la A1AT es mas especifica para ia elas-
tasa, la A2M lo es para otras proteasas
como la plasmina'’, Ademas, la misma
formacion de los complejos S|gue una ci-
nética distinta en cada caso’®,

No se han descrito variaciones de la
A1AT con respecto a la edad y el sexo de

personas normales!?2%; no obstante, ia
A2M si puede guardar relacion con el
sexo y la edad de estos individuos® 182,
Esta influencia parece perderse por Ia
existencia de un tumor maligno; asi, la
elevacion de AlAT y A2M que se en-
cuentra en los enfermos tumorales es in-
dependiente de Ia edad y el sexo como
ya se ha descrito previamente®. Este fac-
tor debe ser tenido en cuenta a la hora de
su utilizacion clinica.
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La elevacién sérica de A1AT y A2M es
claramente significativa en los enfermos
tumorales y las diferencias son notables
desde todos los puntos de vista, lo mismo
que la mayor dispersién de cifras que se
encuentra en los pacientes neoplasicos,
como pone de manifiesto una desviacién
estandar muy superior al intervalo admi-
sible para la del grupo control.

Estos hechos obligan a otras considera-
ciones para poder incluir estas pruebas
como marcadores biolégicos, ya que de-
ben reunir una serie de requisitos?223,
Nosotros hemos tenido oportunidad de
demostrar®® que existen diferencias sig-
nificativas entre la A1AT sérica encontra-
da en personas normales, enfermos no
tumorales (infecciones agudas y crénicas
y hepatopatias agudas y crénicas) y en-
fermos tumorales, por lo que, en este as-
pecto, pueden considerarse como mar-
cador biolégico. Sin embargo, esta prue-
ba no reune el criterio de especificidad
de 6rgano afecto por el tumor® aunque
esto no la invalida como marcador ines-
pecifico.

Otro criterio importante debe ser su pro-
porcionalidad al estadio clinico, que ha
sido puesta de manifiesto por nosotros®
para la A1AT pero no asi para ta A2M, en
cuyo caso, las cifras encontradas en pa-
cientes con enfermedad local, locorregio-
nal y metastasica no difieren entre si, aun
cuando son siempre significativamente
superiores a las de! grupo control.
Nuestros resultados al analizar la sensi-
bilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo, apo-
yan la idea de que la A1AT es mas util
como prueba bioldgica de ayuda al diag-
néstico clinico de cancer, que la A2M.
Para ambas pruebas, el porcentaje de fal-
sos positivos es bajo cuando se conside-
ran cifras notoriamente elevadas (supe-
riores a la suma de la cifra media + dos
desviaciones estandar del grupo control):
3,3 % de falsos positivos para la A1AT y
5,20 % para la A2M. En el caso de la
A1AT, el porcentaje de falsos negativos
es también bajo, aun considerando cifras
s6lo moderadamente elevadas (por enci-
ma del limite superior del intervalo ad-
misible para la cifra media del grupo con-
trol), como lo demuestra una sensibilidad
del 80 %, aproximadamente. Estos re-
sultados pueden mejorar, indudablemen-
te, si se emplean ambas pruebas conjun-
tamente, lo que aboga por la utilidad de
estudios multiparamétricos, como ya ha
sido demostrado?.

En la actualidad no se puede afirmar que
exista una prueba cuantitativa perfecta
que permita diferenciar claramente la po-
blacién normal de la tumoral considerada
en su conjunto. Por el contrario, en la
mayoria de estos tipos de pruebas se en-
cuentran cifras que pueden presentarse
tanto en los individuos normales como en
fos afectos de tumores, pero esto no las
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invalida por cuanto, en definitiva, depen-
de de la sensibilidad y especificidad que
tenga la prueba para una cifra en parti-
cular, es decir, depende del porcentaje
de falsos positivos y de falsos negativos
que se encuentre para un nivel determi-
nado de la prueba. Una prueba sin valor
serfa aquella que mostrara una superpo-
sicién total entre las cifras encontradas
en la poblacidn control y en la que es ob-
jeto de estudio. Si se analiza el compor-
tamiento en este sentido (fig. 1), es po-
sible comprobar que la A1AT se comporta
como una prueba tipica de ayuda al diag-
néstico, mientras que la A2ZM muestra
una mayor superposicion de cifras entre
las personas normales y los pacientes tu-
morales, a pesar de que un porcentaje
considerable de enfermos cancerosos
presentan cifras elevadas, lo que hace
que las cifras medias difieran estadisti-
camente.

Cuando enfrentamos los indices de ver-
daderos positivos y de falsos positivos
para todos los posibles valores de cada
prueba por separado (ROC curve para
A1AT y A2M) podemos encontrarnos con
un criterio positivo de diagndstico en fun-
cion del punto de la curva que ocupe un
caso particular. Como es notorio, para el
caso de la ALAT, cuando se consideran
cifras muy elevadas, el indice de falsos
positivos (falsos positivos/falsos positivos
+ verdaderos negativos) es muy bajo, con
un elevado indice de verdaderos positivos
(verdaderos positivos/verdaderos positi-
vos + falsos negativos). A medida que
consideramos cifras progresivamente de-
crecientes, el fndice de falsos positivos
aumenta mas rapidamente de lo que lo
hace el fndice de verdaderos positivos
(fig. 2).

La A2M muestra un comportamiento dis-
tinto, ya que el indice de falsos positivos
y de verdaderos positivos guardan una li-
nealidad mayor, aspecto éste que la des-
valoriza en gran medida para su utiliza-
cién como marcador biolégico (fig. 2).
Una vez considerados todos los indica-
dores empleados y a los que hemos hecho
referencia, se puede concluir que la
A1AT reline mejores condiciones de mar-
cador bioldgico de cancer que la A2M, si
bien los niveles de esta ultima son tam-
bién superiores en los enfermos tumora-
les con respecto a los controles. Ello pa-
rece indicar que no sélo tiene que ser
considerado el resultado aislado de una
prueba, sino que su auténtica utilidad
debe valorarse considerando una serie de
indicadores que informen de su eficacia
real. Sin un estudio pormenorizado no
puede considerarse una prueba como
marcador biolégico, sobre todo al tener
en cuenta lo escasamente probable que
puede resultar que un Unico marcador
sea el ideal para todas las aplicaciones
que se le puede pedir: cribaje, diagnds-
tico positivo, pacientes ya diagnosticados

y en seguimiento, deteccién de recidivas
o de progresion de la enfermedad vy
otras®.
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