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RESUMEN

La diferencia en la estabilidad de la molécula del anti-
geno prostatico especifico total (PSA) puede influenciar
la utilidad clinica de este ensayo. Objetivo: Evaluar la
estabilidad en el tiempo del antigeno prostatico especi-
fico total, a diferentes temperaturas de almacenamiento.
Métodos: Se tomaron aleatoriamente siete alicuotas de
suero de 20 individuos. Se cuantificé el PSA| inicial y
se guard6 el resto por duplicado -10 °C, -20 °C y -70
°C. Se volvi6 a cuantificar el PSA; pasados 7y 30 dias.
Resultados: A la semana, los valores disminuyeron
21.88%, 11.14% y 7.61% a -10 °C, -20 °C y -70 °C,
respectivamente, sin diferencias significativas (p >
0.05). Al mes, decayeron 32.67%, 31.45% y 21.47% a
-10°C, -20 °Cy -70 °C, respectivamente, sin diferencias
significativas (p > 0.05). La mayor variacion se observo
en los valores de PSA  entre 4-10 ng/mL almacenados a
-10 °C. Conclusiones: Los resultados sugieren que las
muestras se deben almacenar a -20 °C 0 menos por una
semana. Cuando el tiempo de almacenaje se prolonga
por un mes o mas, éste se debe realizar a -70 °C; sobre
todo porque los valores de PSA . entre 4 y 10 ng/mL son
mas afectados con la temperatura.

INTRODUCCION

| antigeno prostético especifico (PSA, del

inglés prostate specific antigen) es una seri-
no proteasa que pertenece a la familia de las
calicrefnas humanas y se puede determinar en
suero, plasma, orina y tejido. En la practica, el
PSA que es liberado a la sangre es el proceden-
te de tejidos prostaticos benignos y malignos,
fundamentalmente. En estos Gltimos, los niveles
de circulacién se incrementan hasta 10° veces.'
En la sangre manifiesta muy poca actividad
catalitica debido a su unién a los inhibidores

ABSTRACT

Difference on total prostate specific antigen (tPSA) stability
may influence its clinical utility. Aim: To evaluate prostate
specific antigen stability in the time under different storage
temperatures. Methods: Serum from 20 random individuals
were aliquoted in seven vials. Total PSA assay was made
immediately (initial tPSA (tPSA,), the six restates aliquots
were storaged at -10 °C, -20 °C and -70 °C, by pair. After
seven and thirty days the tPSA was also measurement.
Results: tPSA showed not significant decreases (p > 0.05)
after seven and thirty days, respectively. Eventhough when
a maximum decrease of tPSA value was observed after
thirty days in the samples storage at -10 °C C (32.67%
less than tPSA,). The strongest variation was observed in
those values between 4 and 10 ng/mL storage at -10 °C.
Conclusions: Our results suggest that the samples most
be storage at -20 °C or less for a week. If the storage time
will be prolong for more than a month the samples should
storage at -70 °C, because the values between 4 and 10
ng/mL are more affected by the storage condition related
to temperature.

al quimiotripsina y p2 macroglobulina.?? La
fraccion del PSA total (PSA;) que no se en-
cuentra unido a protefnas del suero es llamado
PSA libre (PSA)). La relacion que existe entre
el PSA, y el PSA; es una herramienta potente
para diferenciar entre cancer de préstata y la
hiperplasia prostatica benigna.*

Los factores preanaliticos y analiticos son
capaces de afectar los niveles de PSA 'y la in-
terpretacion clinica de los mismos.> Entre ellos
estan los factores mecanicos, como el tacto
rectal y la instrumentacién;® las variaciones
biolégicas, que se relacionan con factores in-

Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2013; 60 (4): 239-243

www.medigraphic.com/patologiaclinica



240

dividuales tales como: metabolismo del PSA, eliminacién
renal del PSAy la actividad fisica;® los factores fisiol6gicos
como la eyaculacion’ y la inflamacién;” asi como los di-
ferentes medicamentos consumidos, ya sean los andlogos
de hormonas liberadoras de la hormona luteinizante y los
antiandrégenos,® o los antiinflamatorios no esteroideos
(4cido acetilsalicilico e ibuprofeno).? También van a
depender del manejo, procesamiento y temperatura de
almacenamiento de la muestra®>'%y la forma en que se
produce el ensayo porque se afecta la estabilidad in vitro
del PSA durante la coleccién de la muestra.®"

En Cuba, se ha comenzado la generalizacion del uso
de la determinacién del antigeno prostético especifico,
tanto para el diagndstico como para el seguimiento de
los pacientes con diferentes enfermedades prostéticas.
Por lo que el establecer las mejores condiciones para la
estabilidad de esta molécula en el suero es vital para el
uso extendido de la técnica. Por consiguiente, se pro-
puso evaluar la estabilidad en el tiempo, del antigeno
prostético especifico total, en muestras de suero de
pacientes con enfermedades prostéticas, a diferentes
temperaturas de almacenamiento.

MATERIAL Y METODOS

Muestra poblacional. El estudio se llevé a cabo con 20
pacientes que concurrieron a la Consulta de Urologia por

PSAT (ng/mL)
[e>]

4
21 —e—-10 @ -20 -A- 70
Inicial ' 7 dias " 30dias
Tiempo

Se grafican las medias obtenidas de los valores del PSA; al momento del procesamien-
to (PSA inicial), a los 7 dias y a los 30 dias. Para las tres temperaturas de almacena-
miento, -10; -20 y -70 °C, respectivamente. No se observaron diferencias significati-
vas (p > 0.05; Test ANOVA).

Figura 1. Comportamiento de los valores de antigeno prostatico es-
pecifico total (PSA,) en el tiempo, segin la temperatura de almace-
namiento.
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presentar sindrome obstructivo urinario bajo y fueron
remitidos al laboratorio para realizarles la determinacion
del antigeno prostatico especifico (PSA). A estos pacientes
se les pidi6 consentimiento escrito para el uso de sus
muestras en esta investigacion. Las muestras se tomaron
aleatoriamente de los pacientes que cumplieran con los
siguientes criterios de inclusion: no haber sido sometidos
a biopsias, tacto rectal o ultrasonido transrectal; no haber
consumido medicamentos tales como aspirina o antiinfla-
matorios esteroideos o no esteroideos (una semana antes
de realizar la determinacion del PSA), hormonas u otro
tratamiento especifico para enfermedades prostaticas; y
no haber tenido contacto sexual durante la semana previa
a la toma de la muestra.

Estudio de la influencia en el tiempo de las condicio-
nes de almacenamiento, sobre los valores del PSA total
(PSA,). A los pacientes incluidos, se les extrajeron 10 mL de
sangre, mediante vacutainer seco (BD international). Los pa-
cientes estaban en ayunas. La toma de la muestra se realiz6
en el horario comprendido de 7 a 9 a.m, por un técnico
designado para trabajar en el estudio. La sangre se proces6
dentro de las dos horas posteriores a la venopuncion; se
centrifugaron a 1,500 revoluciones por minuto (rpm) durante
20 minutos a 4 °C (Heraus, Germany). En el vacutainer se
obtuvieron dos fracciones: suero y sedimento, desechandose
esta Gltima. El suero de cada muestra (til para el trabajo se
guardé en viales Eppendorff de 1.5 mL (siete alicuotas por
cada paciente), con una etiqueta de identificacién. Una
alicuota se tomé para realizar inmediatamente la determi-
nacién del PSA 'y el resto se almacené por duplicado a -10
°C, -20°Cy -70 °C, respectivamente. Esto permiti6 realizar
las determinaciones en condiciones estandar para todas
las muestras y, por otra parte, efectuar un gran nimero de
andlisis de manera mas eficiente.

Determinacién de los valores del PSA total (PSA;).
Posterior al procesamiento de las muestras de sangre, se
tomé una de las alicuotas y se cuantific el PSA;. Estos
valores se recogieron como PSA inicial.

Para la determinacion del PSA; se utiliz6 un ensayo
ultramicroinmunoenzimético heterogéneo tipo sandwich
(UMELISA, Cuba). Todas las soluciones y reactivos usados
pertenecen al juego de reactivos adquirido. El indice de
deteccién de este sistema es de 0.02058 ng/mL para el
PSA.. Se emplearon sueros estandares y sueros de control
liofilizados como control positivo del experimento. Los
sueros de los pacientes se diluyeron previamente y se
testaron por triplicado, todos en una misma placa. La
intensidad de la fluorescencia emitida se midié a 405 nm
en un lector de placas de ELISA de la serie SUMA, Cuba.

Después de una semana, se tomé una de las alicuo-
tas que estaban almacenadas a -10 °C, -20 °C y -70
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°Cy se procedi6 a determinar el PSA; de las muestras,
como se describi6é anteriormente. Esta operacién se
repitié a los 30 dfias.

Procesamiento de los datos. Luego de recogidos los
datos, se almacenaron en una base de datos de Microsoft
Access y se procesaron de forma automatizada mediante
el procesador estadistico SPSS version 11.5.1. Se calcu-
laron medias descriptivas y los resultados obtenidos se
presentaron en un gréfico para un mejor andlisis y com-
prensién. Para comparar los grupos y ver si cumplian o
no la prueba de normalidad a los valores obtenidos, se
les realiz6 previamente un test de Kolmogorov-Smirnov.
Como cumplieron la normalidad, se les realizé la prueba
de significacion estadistica andlisis de varianza (ANOVA)
de una sola via para muestras repetidas y, cuando se ob-
tuvieron diferencias significativas, se realiz6 a posteriori
la prueba de Dunnet para determinar entre qué pares
de grupos existia la diferencia.

RESULTADOS

Estudio de la influencia en el tiempo de las condicio-
nes de almacenamiento, sobre los valores del PSA.
Los individuos incluidos eran virgenes de tratamiento y
con edad comprendida entre 40 y 80 afios. El rango de
las concentraciones de PSA; inicial fue 0.18 a 50.04 ng/
mL (promedio: 10.168 ng/mL). Estos valores tienden a
disminuir ligeramente una semana posterior a la extrac-
cién (figura 1). Se observé que la disminucion puede ser
de 21.88% (a-10°C), de 11.14% (a -20°C) y de 7.61%
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(a -70 °C), respectivamente; aunque estos valores no
muestran diferencias significativas (p = 0.05, ANOVA).

Cuando se testaron las muestras al mes, las con-
centraciones del PSA; disminuyeron un poco mas que
a la semana (figura 1). La tendencia a disminuir fue de
32.67% (a-10°C), de 31.45% (a-20°C) y de 21.47% (a
-70 °C), no observandose diferencias significativas (p =
0.05, ANOVA).

Por ser la determinacién de PSA; vital para adoptar
una conducta terapéutica, fue necesario conocer cémo
variaban los valores del PSA; seglin los rangos de valo-
res predeterminados: Los valores normales (por debajo
de los 4 ng/mlL), los de rango dudoso (4-10 ng/mL) y
los superiores a 10 ng/mL (figura 2). Después de una
semana, los valores normales disminuyen respecto al
valor inicial entre 1.4-29.5%. Para los de rango dudoso,
disminuyen entre 10.24-22.58%; mientras que para los
valores superiores a 10 ng/mL, la diferencia estuvo entre
6.67-24.78%. En todos los casos, la mayor diferencia
de los valores respecto al PSA inicial fue para el rango
de valores entre 4-10 ng/mL almacenados a -10 °C. La
menor diferencia fue para los valores menores a los 4
ng/mL almacenados a -70 °C.

Después de un mes, las variaciones se acentuaron
para todos los rangos de valores (figura 2). Los valores
por debajo de 4 ng/mL se redujeron hasta 38.11%
(24.23-38.11%); los de rango dudoso hasta 41.65%
(35.76-41.65%) y hasta 33.62% (21.83-33.62) para los
valores mayores de 10 ng/mL. La menor variacién fue
para los menores de 4 ng/mL almacenados a -70 °C

WPSA<4 ng/mL BPSA<4-10 ng/mL [EPSA>10 ng/mL
30
25
2 20
=) Se grafican las medias obtenidas de los valores del PSA;
— 15 por rango de valores. Para PSA <4 ng/mL (barras incli-
= nadas a la derecha), PSA 4-10 ng/mL (bloques) y PSA >
o 10 ng/mL (bolas); al momento del procesamiento (PSA
10 inicial), a los 7-dias y a los 30 dias. Para las tres tempera-
turas de almacenamiento, -10; -20; -70 °C. Notese que los
5 valores mas afectados son los del rango de valores superior
a los 10 ng/mL, cuya tendencia a disminuir es mayor a los
0 treinta dias.
AR )\ 5\ ) S\ )\ D) . .
N . & . § q 3§ o S o §° gd\?*% Figura 2. Variacion de los rangos de valores de anti-
Q© QO QO > o o At i i :
G G G o o eno prostatico especifico total (PSA.) segun la tem
AQ of N [\ ° o A0 Q’\% N Q"b N Q\’é £eno p P ( AT) gl

peratura de almacenamiento.
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y la mayor para el rango de valores entre 4-10 ng/mL
almacenados a -10 °C.

DISCUSION

La determinacion del antigeno prostatico en suero
juega un papel crucial para el diagndstico y el manejo
del cancer de prostata y otras enfermedades prostéticas,
asi como para predecir la respuesta al tratamiento. En
pacientes con enfermedades prostdticas, el nivel ab-
soluto y las variaciones en los niveles de PSA, se usan
para trazar estrategias preventivas.'! Estas mediciones
se usan para incrementar la sensibilidad y la especifi-
cidad de los algoritmos para establecer un diagnéstico.
Casi siempre son parte de modelos estadisticos que se
usan para predecir la extension de la enfermedad y la
probabilidad de cura ante una cirugia o una terapia con
radiaciones o la combinacion de éstas.'? Las pruebas
de rutina que se realizan de una a tres veces en el afo
son una herramienta potente para el clinico, por lo
que su exactitud y precision son primordiales para que
funcione todo el mecanismo clinico.

El estudio de la estabilidad del PSA; en el suero de
hombres sanos, asi como en pacientes con enfermeda-
des prostéticas y cancer, es muy importante para realizar
guias para la toma de sangre, la separacién del suero y el
almacenamiento de las muestras a temperaturas idéneas
para todos los marcadores, dada la generalizacién del uso
de esta técnica.

Desde la introduccién del ensayo para determinar
PSA; en el aflo 1980, se han realizado un gran nimero
de estudios sobre la estabilidad del PSA."3-1> Datos espe-
cificos acerca de la estabilidad del PSA; bajo diferentes
condiciones de almacenamiento han sido reportados por
varios grupos de investigacion.'4-22

Los primeros trabajos estudiaron la estabilidad de la
molécula de PSA; respecto al tiempo transcurrido entre
el procesamiento de la muestra de sangre y el almace-
namiento del suero. Concluyeron que las muestras de
sangre deben ser centrifugadas después de extraidas y el
suero analizado inmediatamente o a tan sélo tres horas
de extraido éste.1916-18

Numerosos estudios han examinado la estabilidad
de la molécula del PSA; respecto a la temperatura de
almacenamiento a corto y largo plazo.™#22

Respecto al almacenamiento de las muestras a corto
plazo (una a dos semanas), diversos autores observa-
ron valores de PSA; estables, cuando se almacenan a 4
°C,1018 .20 °C2'y -70 °C.17:20:22 | 3 presente investigacion
demostré que las muestras almacenadas a las diferentes
temperaturas tienden a perder la inmunorreactividad en
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mas de 20% cuando se almacenan por cortos periodos de
tiempo (una semana) a temperaturas superiores a los -20
°C (figura 1), similar a lo registrado en el estudio de Sokoll
y colaboradores;?! sin embargo, estas diferencias no son
significativas. Estas variaciones son menores, a temperaturas
mas bajas (-20 °C y -70 °C) (figura 1), lo que es equipara-
ble a lo observado por otros autores.’”-2%:22 Por |o tanto,
demuestra que los cambios en la afinidad/disociacion, no
tienen lugar bajo estas condiciones de trabajo.

El estudio de Woodrum y asociados'” fue pionero
en demostrar que existia estabilidad de los valores de
PSA; en el tiempo a largo plazo, si las muestras de suero
se almacenaban a -20 °C y a -70 °C, por dos anos. Las
muestras almacenadas a -70 °C mostraron valores muy
cercanos al valor inicial, por lo que concluyeron que -70
°C era la temperatura ideal para el almacenamiento de
las muestras. Resultado que fue corroborado por Scara-
muzzino y su grupo®? en afos ulteriores y también en la
presente investigacion.

Otros investigadores, decidieron almacenar las mues-
tras a -20 °C y se observé buena estabilidad de los valores
de PSA; en las muestras almacenadas a esta temperatura
por 20 anos. Luego de este tiempo, existié una reduc-
cién de 40% de los valores iniciales, pero se acepta esta
temperatura para almacenar las muestras.??

Estos estudios demuestran que para almacenar las
muestras por largos periodos de tiempo, éstas se deben
almacenar a -20 °C o de preferencia a -70 °C.

Nixon y colaboradores?* demostraron que una va-
riacién en los valores del PSA mayor a 25% mostré un
cambio significativo en la actividad de la préstata, lo que
fue indicativo de la presencia de céncer. Estos cambios
también fueron objeto de otro estudio que incluyé un
nGmero mayor de pacientes, donde se concluy6 que esta
variacién puede ser mayor en los enfermos con cancer
que en los individuos sanos.?* Se propuso que existia
una asociacién entre los niveles de PSA y el volumen
de cancer prostatico: a) si su rango de concentracion se
incrementa en el tiempo, pudiera ser una respuesta del
rango de crecimiento tumoral. b) si se incrementa antes
del tratamiento, se relacionan con la respuesta a éste. Por
lo tanto, la curva dinamica de los valores del PSA puede
reflejar el comportamiento del tumor.

Siguiendo esta linea de pensamiento y tomando en
cuenta el efecto que tiene la temperatura de almacena-
miento sobre la variacion intraindividual de los valores
del PSA,, estudiamos el efecto de la temperatura de al-
macenamiento sobre cada rango de valor y registramos
que existia una mayor variacién a la temperatura de
almacenamiento, mientras mayor fuera el PSA; inicial
(figura 2). Esto es equiparable con lo analizado por otros
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investigadores,' 1> en cuyos estudios se observaron gran-
des diferencias interindividuales en los valores del PSA; y
sobre todo en el PSA, por el efecto de almacenamiento,
siendo los pacientes con carcinoma prostatico los mas
afectados.

CONCLUSIONES

Este trabajo, llevado a cabo para evaluar la estabilidad en
el tiempo de la molécula de PSA; en muestras de pacien-
tes cubanos con enfermedades prostéticas, demuestra que
los cambios producidos en la unién/disociacion del PSA;
a las diferentes temperaturas de almacenamiento no son
significativos cuando se almacenan por una semana. Si el
tiempo de almacenaje se prolonga por un mes o mas, éste
se debe realizar a -70 °C. De esta forma se logra reducir
el impacto de la temperatura de almacenamiento sobre
la molécula del PSA, en especial en aquellos pacientes
con valores de PSA; entre 4 y 10 ng/mL.
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