La bioquimica del antigeno especifico de
prostata (AEP) y sus fracciones

Resumen: el antigeno especifico de prostata (AEP) es una kalicreina que esta
entre los varios tipos de sustancias que secreta la préstata en su funcién como
glandula accesoria de la reproduccién. En el semen actia como una proteasa
con preferencia desnaturalizante sobre las semenogelinas, las proteinas pro-
coagulantes del semen producidas en la vesicula seminal, pero que como cualquier
proteasa tiene un potencial adicional para metabolizar cualquier proteina. Es por esa
accion destructora que la naturaleza toma todas las precauciones para que el AEP-
proteasa tenga un periodo de actividad efimero y una serie de fracciones clivadas o
desactivadas que explican en su conjunto los porcentajes en plasma del antigeno
total y libre en el paciente normal y con patologias. El AEP puede dividirse de una
manera simple en dos tipos basicos: activo e inactivo, o bien libre y complejo. Hacia
el futuro puede esperarse que el uso del AEP como marcador de cancer pueda
refinarse en sensibilidad y especificidad con el uso de fracciones que se relacionen
matematicamente y ademas con el uso de otros tipos de antigenos como el antigeno
de membrana especifico de préstata (PSMA, prostate specific membrane antigen) y
el antigeno de células madre de préstata (PSCA, prostate stem cell antigen).
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viatura en inglés de prostate specific antigen, es el marcador de cancer mas solicitado por

los médicos en el mundo. Aun en la forma de AEP total que se considera por algunos
como un reflejo imperfecto de la malignidad, es una herramienta muy (til en el seguimiento de
los pacientes con cancer de préstata, sobretodo en la vigilancia de pacientes que se escogen para
un monitoreo activo y, un tanto menos, en el tamizaje para cancer de préstata en grandes pobla-
ciones. Su interpretacién esta sometida a agudas controversias basadas en dos razones: los costos
que subyacen en su uso indiscriminado y los errores en su interpretacién, conflicto este Gltimo
que se genera a menudo por desconocer la naturaleza del antigeno como un subproducto de la
glandula prostatica y de su dindmica como marcador de la salud o alteracién del érgano [1-3]. En
el presente médulo se describen los diferentes componentes del antigeno especifico de préstata,
su bioquimica y utilidad en la deteccién del cancer de préstata.

El antigeno especifico de préstata o AEP por su abreviatura en espafol o PSA por su abre-

La prostata es una glandula de predominio paracrino con una porcién estromal que soporta la
accién de los andrégenos y una porcion epitelial que produce sustancias que soportan y promue-
ven la reproduccién aunque no sean reproductivas en si mismas, como sf lo son los espermato-
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Tabla 1. Sustancias secretadas por la préstata que influyen en zoides del testiculo (ver tabla 1). Sin
la reproduccion embargo, estas sustancias accesorias

AEP (también llamado kalicreina 3) del semen son fundamentales para
la reproduccién hasta el punto que

Kalicreina 2 (también llamada kalicreina glandular) | stat landul )
a prostata es una glandula comun a

Kalicreina 11 todos los mamiferos. En la préstata
Transglutaminasa prostéatica especifica normal, los andrégenos con predo-
Deshidrogenasa lactica minio de la testosterona que llega

por la via vascular, son convertidos
a dehidrotestosterona (DHT). Este
andrégeno amplificado estimula las
células estromales que son las encar-
gadas de producir factores de creci-
miento que, a su vez, estimulan las células glandulares para que produzcan AEP [4], como se
observa en la figura 1).

Leucinaminopetidasa

Fosfatasa acida prostatica (PAP, prostate acid phosphatase)

Proteina secretora prostatica de 94 aminodacidos (PSP94, prostate
secretory protein of 94 aminoacids) o betamicroseminoproteina

Una breve revisién de la historia muestra que desde 1930 se describieron un grupo de en-
zimas proteoliticas llamadas kalicreinas (de kallicreas, pancreas en griego). En el afo de 1970
Ablin y colaboradores [5] aislaron una seminoproteina del tejido prostatico y al ano siguiente,
en 1971, Hara y colaboradores [6] aislaron la misma sustancia que llamé gammaseminoproteina
en el semen. Dos investigadores en polos opuestos se concentraron en buscar alguna proteina
que sirviera para la identificacién del semen de violadores y fue asi como en 1973 Liy Beling [7]
describieron la Proteina E con este objetivo y en 1978 Sensabough [8] la proteina P30, también
con el mismo interés forense. Fue sélo hasta 1979 en que Wang y colaboradores [9] describieron
el AEP en el plasma seminal y el tejido prostatico y en 1980 Papsidero y colaboradores [10] lo
aislaron del suero para que finalmente también en 1980, Kuriyama y colaboradores [11] fabri-
caran la primera prueba sérica antecesora de la actual. En 1987 Schedlich y colaboradores [12]
descubrieron la kalicreina 2 (hk2) y en 1998 Reiter y colaboradores [13] el antigeno de células
madre de préstata.

La kalicreina 2 y la kalicreina
3 son producidas en la prostata y
pertenecen a la gran familia de las
kalicrefnas humanas; son proteinas
séricas codificadas por un multigen
familiar, localizado en el brazo lar-
go del cromosoma 19, de las que
hasta ahora se han descubierto 15
diferentes. La kalicreina 1 que fue la
primera identificada, es una enzima
de predominio pancreético, aunque
también se encuentra renal y salivar,
y tiene un 62% de similitud con el
AEP en sus cadenas de aminoéacidos
[14-16].

Células secretorias

Células madre

Epitelio

Células
neuroendocrinas

Células basales

Membrana basal

Células estromales

La kalicreina 2 se encuentra pre-

sente, ademas de la préstata, en el Figura 1. Esquema de la gléndula prostética normal dividida por la
liquido amnidtico y en los quistes membrana basal en células estromales que reciben la accion de los
mamarios. Tiene un 80% de similitud  andrégenos por medio de los receptores androgénicos (AR), y en cé-
con el AEP en su cadena de aminoa- lulas basales y secretorias (o epiteliales) que reciben el efecto paracri-
no de las anteriores por medio de los factores de crecimiento (FC).

cidos y también es regulada por an-
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drégenos. Puede ser hasta 200.000
veces mas proteolitica que el AEP. La
mayor parte se comporta como sus-
tancia libre porque sélo un 20% se
une a la proteina transportadora, la
alfa-1-antiquimiotripsina (ACT). In-
fluye en la formacion de kalicreina
3 (AEP) y es mejor expresada en el
cancer de préstata y por tanto es uno
de los marcadores a usar en el futuro
[14-24].

Antigeno especifico de
prostata

La kalicreina 3, mas conocida
como antigeno especifico de prés-
tata, es una glicoproteina de cadena
simple con un peso molecular de
33.000 daltons y 237 aminoécidos
que se comporta como una enzima
proteolitica producida ademas de las
células epiteliales (glandulares) de la
préstata, en las glandulas periana-
les, parauretrales, sudoriparas, tiroi-
des, placenta, mama y endometrio,
y también se encuentra en la leche
materna. Su funcién primaria es la
licuefaccién del semen, antagoni-
zando la accién de la semenogelina,
también llamada “antigeno espe-
cifico vehiculo-seminal”, que es la
proteina que produce la coagulacién
del semen para proteger los esper-
matozoides durante la eyaculacién.
Debe entenderse que la funcion pro-
teolitica es preferente sobre la de la
semenogelina pero no exclusiva, por
lo que el organismo toma todas las
precauciones para controlar adecua-
damente esta enzima destructora de
proteinas [14-17, 19, 20, 23, 25-27]
(ver figuras 2y 3).

El AEP alcanza una concentra-
cién en el compartimento seminal o

Uribe-Arcila JF.

Figura 2. La kalicreina 3 o antigeno especifico de préstata con su se-
cuencia de aminoacidos y forma esférica, aunque en la realidad es tri-
dimensional.

Cualquier
proteina

Figura 3: Accion del AEP (kalicreina 3) para la licuefaccion del semen 'y
de la semenogelina para la coagulaciéon del semen.

luz de la glandula entre 0,5 a 5 mg/mL y es donde la proteasa ejerce su accién primaria, en el
interior de la glandula sana tiene valores de 1 mg/mL y en el compartimiento vascular apenas al-
canza concentraciones de 0 a 4 ng/mL, cumpliendo sin embargo con su funcién como marcador
tumoral al aumentar sus valores en presencia de cancer, indicando que una mayor concentracién
pasa a través de la membrana basal rota hacia el compartimento vascular por accién de alguna

noxa [16] (ver figura 4).
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Formas del AEP

Puede decirse de una manera
simplificada que el AEP se divide en
dos formas basicas: activo e inactivo.
La mayor parte del AEP es inactivo,
bien sea porque es “preactivo” (pro-
AEP o zimégeno de AEP), porque
fue “usado” y sigue como un AEP
libre, o porque estd “unido a protei-
nas” como la alfa-2-macroglobulina
(AMQ) o la alfa-T-antiquimiotripsina
(ACT) y es entonces un “AEP comple-
jo”, como se observa en la figura 5
[23, 28]. Las formas de AEP posibles
son las siguientes:

= La forma no activa denominada
pre-pro-AEP es una forma de se-
guridad que tiene una cadena de
22 aminodcidos adicionales a los
237 basicos del AEP activo y has-
ta el momento es imposible de
medirla por cualquier método.

= El siguiente paso es el pro-AEP o
. 2 . y Compartimento vascular
Zlmogeno qUe tiene una Cadena 0 a 4 ng/mL de sangre
adicional de 7 aminodcidos y se
considera una fraccién de AEP li-

b Figura 4: Concentracién del AEP en los diferentes compartimentos del
re. organismo. Convenciones: AEP-AMG: complejo AEP-alfa-2-macroglobu-
lina; AEP-ACT: complejo AEP-alfa-2-quimiotripsina.

= El AEP activo es efimero, hace su
accion y el organismo lo inactiva
de inmediato por el riesgo que
implica cualquier enzima proteo-
litica, por lo tanto no es posible
medirlo.

= Otra parte del AEP libre esta
constituido por el B-AEP que es
inactivo con dos péptidos cli-
vados (cortados) de lisina-lisina
y lisina-serina en las posiciones
145 y 182 que lo hacen inactivo;
no se le conoce funcién biolégi-
ca a no ser que tenga alguna de
manejo interno en la glandula;
comprende al menos el 25% del
AEP elevado de los pacientes
que tienen biopsias negativas y
por lo tanto es una fraccién muy
interesante hacia el futuro para  Figura 5. Esquema simplificado de las formas de AEP activas e
descartar intentos de biopsia que ~ inactivas.
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seran negativos. Es de interés saber
que cuando coexisten el cancer de
préstata y la hiperplasia prostatica
benigna su relacién podria ayudar.

Pre-pro-AEP

= Finalmente el resto del AEP libre
Pro-AEP (zimégeno inactivo) estd constituido por el AEP usado to-
talmente que es inactivo y que tiene
una posicion adicional clivada de ar-
ginina en la posicion 85-86 para ma-
) yor seguridad en la inactivacion. El
paso de pro-AEP inactivo a AEP ac-
tivo implica la accion de la kalicreina
2, la cual es una de sus principales
Bi_AEP (inacﬁ‘llo) e | funciones [16, 28-34] (ver figuras 5,
6y7).

Otra forma entonces de dividir el

x v : AEP para su estudio es en comple-
AEP usado (inactivo) AEP libre jO y libre. El AEP complejo o unido
(50% a 95% del AEP total) siempre

es inactivo puesto que la unién a
Figura 6. Proceso de activacion del AEP desde el pre-pro-AEP y su pos-  |5g protefnas crea una proteasa que

terior inactivacion hasta AEP usado inactivo. Los nimeros indican los L. .
aminoacidos (aa). estd inactivada. La mayor parte (70%

a 90%) esta unida a la proteina al-
fa-1-antiquimiotripsina (AEP-ACT)
haciendo una unién covalente que
es irreversible; un porcentaje varia-
ble esta unido a la proteina alfa-2-
macroglobulina (AEP-AMGC) que es
reversible, lo que quiere decir que el
AEP puede desligarse y volver a ser
activo. Otro porcentaje variable del
AEP esta unido a otras protefnas me-
nos especificas de transporte que son
despreciables en volumen [21,33,
34], como se observa en la figura 7).
El AEP libre (5% a 50 %) que es pro-
porcional al tamafo de la préstata,
se divide como ya se vio antes en tres
componentes:

u  El pro-AEP (32%) que como zi-
modgeno esta listo a convertirse en
AEP activo que es efimero.

= ElI B-AEP (28%) que ya esta cliva-
do en la secuencia de aminoacidos y
es inactivo.

= El AEP usado (40%) que esta
Figura 7. I_Z)ivisiép del AEP total en AEP complejo y en AEP libre y sus doblemente clivado para inactivarlo
formas activas e inactivas. [31-33, 35] (ver figura 7).
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Las proteinas alfa-1-antiquimio-
tripsina y alfa-2-macroglobulina son
los mayores inhibidores de proteasas
extracelulares que existen. Se co-
nocen también como antiproteasas.
Cada una tiene su via especifica: el
complejo inactivo AEP-AMG se me-
taboliza en el higado rapidamente
con un tiempo medio de menos de
10 minutos, mientras el complejo
AEP-ACT tiene un metabolismo lento
en el rifién con un tiempo medio de
12 a 18 horas y un metabolismo de
menos de 1 ng/mL/dia. Una parte del
AEP usado puede ser metabolizado
directamente por el riidn sin estar
unido a las antiproteasas [36-39],
como se observa en la figura 8.

El metabolismo del AEP en la
préstata normal es como sigue: el AEP
se encuentra en el compartimento
glandular como pro-AEP zimégeno,
pero también deben encontrarse allf
en cada momento pequenas fraccio-
nes de AEP activo efimero que no se
mide por ningln método y existen
grandes cantidades de AEP inactivo
libre que estd listo para devolverse
hasta el compartimento vascular para
unirse a las proteinas alfa-1-antiqui-
miotripsina o alfa-2-macroglobulina
y ser metabolizado luego por el higa-
do o el rifién [34, 40] (ver figura 9).

Figura 8. El metabolismo del AEP complejo unido a las proteinas alfa-2-
macroglobulina y alfa-1-antiquimiotripsina en el higado y rifién.

La prostata con cancer

En la préstata cancerosa ocurren
varios fenémenos: la glandula se
convierte en autocrina, y se pierde
la membrana basal y la capa de cé-
lulas estromales. Sélo queda la parte
epitelial o glandular concentrada en
su labor de producir AEP cuyo valor
aumenta de manera dramdtica mien-
tras la distorsion del tejido no arruina por completo la funcién de la glandula, como se observa
en la figura 10.

Figura 9. Metabolismo del AEP en la glandula prostatica normal.

Las diferentes formas de AEP comienzan a pasar en grandes cantidades al plasma donde
las proteinas ligan el exceso haciendo aumentar los valores del AEP total. También pasan algu-
nas cantidades de pro-AEP libre y AEP inactivo libre que deben ser igualmente metabolizados.
Debe entenderse que en adenocarcinoma el AEP libre aumenta en términos relativos aunque
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su porcentaje disminuya con respec-
to al AEP total. Eso se muestra mejor
con un ejemplo: implica mateméti-
camente un mayor valor ser el 10%
(valor anormal de AEP libre) en 50 ng
de AEP total (lo que corresponde a
5 ng de libre), que ser el 25% (valor
normal de AEP libre) de 2 ng de AEP
total (lo que corresponde a 1 ng de
libre). Sin embargo, es claro que ante
la inundacién de AEP proveniente de
las barreras rotas en el cancer, el siste-
ma de proteasas y otras proteinas esta
avido de ligar el exceso y el valor del
AEP complejo aumenta mucho en el
compartimento vascular alimentan-
do el valor de AEP total. Un porcen-
taje del pro-AEP que se aumenta en
cancer puede salir directo a unirse a
las macroglobulinas sin pasar por el
resto del proceso y esto puede tener
influencia en la forma como el por-
centaje de AEP libre se comporta en
la enfermedad tumoral [34], como se
observa en la figura 11.

Figura 10. El adenocarcinoma de préstata con pérdida de la membrana
basal y un control autocrino de la porcién glandular.

AEP y hueso

Otro fenémeno que vale la pena
explicar es el relacionado con el au-
mento desmesurado del AEP en los
pacientes con metastasis Oseas. Las
células tumorales en el hueso son ca-
paces de producir grandes cantidades
de antigeno que tiene un poderoso
efecto mitogénico sobre la prolifera-
ci6n de los osteoblastos que son los
directamente correlacionados con las
metdstasis osteoblasticas del cancer
de proéstata. El AEP tiene acciones en-
docrinas adicionales a nivel del hueso
estimulando en especial el factor de
crecimiento tumoral & (TGF-R) que
también es un inductor positivo de
las metéstasis [41] (ver figura 12).

Sensibilidad y
especificidad del AEP

Figura 11. Los cambios de metabolismo en la glandula con adenocar-
cinoma. Puede observarse poca cantidad de las formas de AEP en el
. . compartimento seminal debido a que la glandula funciona en forma de-
puede decirse usando la metafora ficiente.

De una manera simplificada

de una trampa de animales, que
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Células
tumorales

¢Fabtores de
fecimiento
desconocidos?

)
[
(L

Osigoclzigic &

Figura 12. El comportamiento del AEP en las metastasis 6seas del ade-
nocarcinoma de prostata. Convenciones: PTHrP: proteina relacionada
con la paratohormona; IL-6: interleuquina 6; TGF-B: factor de crecimiento
tumoral B; FGF: factor de crecimiento de los fibroblastos; PDGF: factor
de crecimiento derivado de las plaquetas; IGF-1: factor de crecimiento
analogo a insulina tipo 1.

cuando se habla de “sensibilidad” de
una prueba es como una trampa de
o0sos que se fabric6 tan grande que
caen animales de todo tipo, incluyen-
do por supuesto osos. La “especifici-
dad” en cambio es volver la trampa
mds efectiva, sélo caen los osos que
usted quiere, sin otros animales dis-
tintos, pero es tan selectiva que se le
pueden escapar algunos osos. En este
delicado juego se mueven los valores
del AEP como prueba; entre 0 y 4
ng/mL logra una buena especificidad
sin perder sensibilidad, sin embargo
cuando aumenta la sensibilidad, baja
la especificidad, y viceversa [42-48],
como se observa en la figura 13.

Existen varias formas de interpre-
tar la potencia del AEP como mar-
cador de cancer. Se supone que por
cada 1 de 5 biopsias evitadas, se deja
de diagnosticar 5% de tumores que
estaban presentes. Con un AEP entre
4y 10 ng/mL el 75% de las biopsias
serdn negativas (90% de sensibili-
dad). El AEP libre agrega un 15% a
un 25% de especificidad, como se
observa en la figura 14.

Seg(in datos de Partin para el afno 2000, con 15 millones de pruebas de AEP realizadas en
Estados Unidos, el 85% fueron normales y el 15% anormales. Se generaron entonces un millén
de biopsias de las cuales una tercera parte son positivas (250.000 pacientes) [49, 50].

El futuro del uso de estos marcadores estd basado en los algoritmos, como el que se presenta
en la figura 15, adaptado al medio [48]. Se buscan entre las fracciones disponibles diferentes
combinaciones para mejorar la sensibilidad y especificidad del antigeno de préstata. En la tabla
2 aparecen las posibles combinaciones que se usan o serdn usadas en los proximos afnos [51].

¥ Falsos | Falsos
negativos | positivos

Figura 13. Sensibilidad y especificidad del AEP.

Otros tipos de AEP

Existen marcadores adicionales
que sin hacer parte de las kalicreinas
del cromosoma 19 se estdn convir-
tiendo en alternativas ciertas en el
manejo del cancer de préstata. Entre
ellos:

AEP de membrana (PSMA)

Es una glicoproteina sintetizada
por un cromosoma diferente al 19
(el 11) con funciones de transduc-
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Tabla 2. Fracciones del AEP y sus posibles com-
binaciones para el diagndstico de cancer de préstata
[46, 52, 53]

AEP libre/AEP total (25%)
hK2/AEP libre

hK2 x (AEP total/AEP libre)
Pro-AEP

AEP-API/AEP

AEP-AMG/AEP total + AEP-AMG
ACT-AEP/AEP total
AEP-ACT/AEP libre
AEP-ACT/AEP total

PCA3

Pro AEP/B-AEP

Uribe-Arcila JF.

ci6én de senales en las células epiteliales de la
glandula y de proliferacién de las mismas con
sobre-expresion en la mayoria del tejido del
adenocarcinoma de préstata, por lo que po-
dria ser atil en su diagnéstico e incluso para el
tratamiento al estar disefando inmunotoxinas
anti-PSMA [54-56].

Antigeno de células madre de

prostata (PSCA)

Es un antigeno de superficie o proteina in-
tegral de membrana expresado en la glandula
prostatica en células basales y células madre,
y sobre-expresado en cancer de préstata. Adi-
cionalmente, la sobre-expresién del antigeno
de células madre de prostata en pacientes con
neoplasia intraepitelial prostatica puede ser un
predictor de cancer en esos tejidos. El antigeno

de células madre de préstata podria tener también una funcién endégena en el control de metas-
tasis [57-60]. Ademas, se esta explorando, con resultados alentadores, como una molécula para
desarrollar la vacuna contra el cancer de prostata en el futuro [61].

Los estudios apuntan a la bisqueda de otras macromoléculas que puedan medirse en la cir-
culacién durante la terapia del cdncer como la citocromo C, los nucleosomas, la citoqueratina-18

clivada y la E-cadherina que puedan
proveer un mas eficiente monitoreo
del resultado del tratamiento [62].

Conclusiones

u EI AEP es una proteasa.

= El organismo lo mantiene en esta-
do de inactividad.

= Su mayor concentracion ocurre
en la luz de la glandula.

= El AEP activo es efimero y no se
puede medir.

= La sensibilidad y la especificidad
son el marco en que se mueve
toda prueba y los valores de 0 a 4
ng/mL se han considerado los de
mayor especificidad sin afectar la
sensibilidad.

i

L

mw
L

'J

NN
Wi

Figura 14. Evaluacion de 100 hombres, mayores de 50 afos, con los
cuales se explica la exactitud del AEP para la deteccién de cancer de

préstata. Por cada 100 pacientes estudiados, 90 tienen un nivel de AEP
normal. Los 10 que tienen un resultado anormal, deberan ser sometidos

= En el futuro vendran otros tipos
de AEP como los originados en la
membrana (PSMA) y en las célu-
las madre (PSCA).

a otras pruebas que confirmen el diagnostico. Al finalizar estas pruebas,
se encontrara que 3 hombres (3/10) efectivamente tendran cancer de
prostata (verdaderos positivos). Los otros 7 continuaran siendo moni-
toreados; de ellos 2 (2/7) desarrollaréan el cancer eventualmente en un
futuro. Los otros 5 (5/10) no desarrollaran el cancer (falsos positivos).
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AEP y tacto rectal

Tacto rectal cto rectal
positivo negativo

< 2,5ng/mL
Control anual
2,5a4 ng/mL

% AEP libre

> 10% AEP libre
Control anual

> 25% AEP libre < 25% AEP libre

Repetir biopsia

Figura 15. Algoritmo para el tamizaje del cancer de prostata, a partir del antigeno especifico de préstata y del tacto rectal.
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Summary: Prostate specific antigen (PSA) is a kallicrein produced by the prostate,
among several different substances, as part of its function as an organ of the
reproductive system. Semen acts as a protease denaturing semenogelines, the
procoagulant proteins of the semen produced by the seminal vesicle, which similar to
other proteases has a potential ability to metabolize any protein. For such destructive
function, nature takes precaution so that PSA-protease has a short activity period
and a series of fractions that are cleaved or inactive, which explain altogether the
percentage of the total antigen and the free fraction in the plasma of the healthy and
the sick patient. PSA can be plainly divided in two: active and non-active or free and
complexed. In the future there is hope that the PSA as a tumor marker can increase
its sensitivity and specificity by the use of fractions that relate mathematically, as
well as by the use of other antigens such as the prostate specific membrane antigen
(PSMA) and the prostate stem cell antigen (PSCA).
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