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DESCRIPCIÓN

Método para la detección de la presencia, o el riesgo, de cáncer de vejiga

Campo de la invención

La invención se refiere a un método para detectar la presencia, o el riesgo, de cáncer de vejiga en un paciente.

Antecedentes de la invención5

El cáncer de vejiga es una causa importante de muerte en todo el mundo. El cáncer de vejiga tiene una incidencia de 
más del triple en hombres que en mujeres, aunque la tasa de mortalidad en estas últimas es el doble. La mayoría de 
los pacientes que presentan tumores malignos de vejiga superficiales experimentarán una recidiva en 5 años, y casi 
un 90% de estos pacientes tendrán una recidiva en 15 años. Por definición, es vital que estos pacientes se sometan 
a un seguimiento regular para asegurar que el cáncer no se extiende más allá de la vejiga. La monitorización 10
constante y las técnicas de diagnóstico costosas dan como resultado que el cáncer de vejiga sea, desde el punto de 
vista del coste por paciente, el cáncer más caro de gestionar desde el diagnóstico hasta la muerte.

La utilidad de un ensayo de diagnóstico se mide por su sensibilidad y su especificidad. La sensibilidad de un ensayo 
es el número de auténticos positivos (el número de individuos con una enfermedad particular que dan positivo para 
la enfermedad), y la especificidad es el número de auténticos negativos (el número de individuos sin una 15
enfermedad que dan negativo para la enfermedad). El signo más habitual del cáncer de vejiga es la hematuria 
macroscópica o microscópica, a menudo detectada por el médico de familia, y se observa en el 85% de todos los 
pacientes con cáncer de vejiga. Se puede usar una simple tira de ensayo de orina para detectar la presencia de 
sangre. Aunque el cáncer sin sangre es poco frecuente, lo que conduce a una sensibilidad elevada de una simple 
tira de ensayo de sangre, la especificidad del ensayo es baja, y menos del 5% de los pacientes que presentan 20
hematuria tienen realmente cáncer de vejiga. Sin embargo, al 5% de los pacientes que sí la presentan se les 
diagnostican normalmente tumores superficiales, que se pueden extirpar fácilmente.

La cistoscopia y la citología son los métodos preferidos usados para diagnosticar el cáncer de vejiga. Un examen 
citológico implica el examen de las células uroteliales en la orina evacuada. Este método tiene una especificidad 
elevada, y la obtención de muestras es conveniente. Sin embargo, tiene una sensibilidad escasa y es subjetivo a un 25
rendimiento celular bajo. Normalmente se combina una evaluación citológica con la cistoscopia flexible. La
cistoscopia permite la observación directa de la vejiga y la biopsia de regiones sospechosas, y da como resultado un 
95% de exactitud en el diagnóstico. Por lo tanto, se considera el método de referencia para diagnosticar con 
exactitud el cáncer de vejiga.

Sin embargo, hay algunas desventajas asociadas a la cistoscopia, concretamente que es extremadamente cara, 30
provoca molestias al paciente y no permite la visualización del tracto superior o la detección in situ de áreas 
pequeñas de carcinoma. En la técnica se ha intentado identificar uno o más biomarcadores bioquímicos del cáncer 
de vejiga que pudieran identificar a los pacientes que presentan cáncer de vejiga antes de someterlos a cistoscopia. 
En la actualidad, aproximadamente un 20% de los pacientes presentan una enfermedad avanzada, y como resultado 
su pronóstico es peor. Por lo tanto, en la técnica se ha intentado identificar un marcador o panel de marcadores 35
demostrados, que se pudieran usar como herramienta de cribado para el cáncer de vejiga para pacientes 
asintomáticos de riesgo elevado.

Ningún biomarcador individual o panel de biomarcadores ha alcanzado los niveles de sensibilidad y especificidad 
necesarios para reducir la frecuencia de cistoscopia necesaria para un diagnóstico exacto. A lo largo de los últimos 
10 años se ha evaluado un gran número de marcadores de cáncer de vejiga, que incluyen BTA STAT, NMP22, 40
telomerasa y FDP, respecto del método de referencia de citología urinaria, con resultados bastante coherentes de 
especificidad baja. Estos marcadores están presentes en la orina en una gran proporción de pacientes con 
patologías urológicas distintas del cáncer de vejiga y en pacientes con infecciones urinarias. NMP22 y BTA tienen la 
aprobación de la FDA como ensayos en el punto de asistencia sanitaria. Sin embargo, NMP22 requiere la 
estabilización inmediata en la orina, que no siempre es posible, y la presencia de BTA puede enmascararse por la 45
sangre presente en la orina. Se han propuesto nuevos supuestos marcadores, tales como survivina, ácido
hialurónico, citoqueratina 8 y 18 y EGF, que se ha demostrado que inducen la expresión de la metaloproteinasa de la 
matriz (MMP9) en algunas células de cáncer de vejiga, como marcadores del cáncer de vejiga. Sin embargo, 
ninguno de los supuestos biomarcadores se ha comparado respecto de la especificidad elevada de la citología 
urinaria y la sensibilidad elevada del ensayo de telomerasa.50

Así, en el campo del diagnóstico y tratamiento del cáncer de vejiga, los biomarcadores identificados en la técnica 
anterior no son satisfactorios, ya que carecen de la sensibilidad y de la especificidad necesarias para hacer un 
diagnóstico exacto del cáncer de vejiga o la evaluación del riesgo de un paciente de desarrollar la enfermedad. 
Como resultado, el médico no es capaz de evaluar con exactitud si se debería proponer a un paciente para ensayos 
cistoscópicos y citológicos adicionales, lo que da como resultado costes elevados asociados a diagnosticar y 55
gestionar la enfermedad. Un objetivo de la presente invención es superar estos problemas.
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Sumario de la invención

El objetivo de la presente invención es identificar biomarcadores que se puedan usar para diagnosticar el cáncer de 
vejiga como ensayo auxiliar para la citología sustituyendo la cistoscopia o para diagnosticar el cáncer de vejiga como 
ensayo independiente. Los inventores han descubierto que combinaciones particulares de biomarcadores, que se 
sabe que son importantes en las rutas bioquímicas del desarrollo del cáncer de vejiga, están presentes en la sangre 5
y/o la orina de los pacientes con cáncer de vejiga. Por medio del análisis estadístico de diversas combinaciones de 
estos biomarcadores, teniendo en cuenta diversos factores de riesgo conocidos para el cáncer de vejiga, los 
inventores han descubierto que la presencia de combinaciones particulares de estos biomarcadores en muestras de 
orina y/o de suero muestran una correlación intensa para los pacientes con cáncer de vejiga. La presente invención, 
por lo tanto, describe combinaciones de biomarcadores específicos que se pueden usar para detectar la presencia o 10
el riesgo de cáncer de vejiga en un paciente.

Así, la presente invención proporciona un método para detectar la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga en un 
paciente, que comprende detectar la presencia de CEA en una muestra de suero aislada del paciente y detectar la 
presencia de uno o más biomarcadores seleccionados de VEGF, IL-8, NGAL, NSE, EGF, TM, Dímero D, MMP-9, IL-
6, FAS, TUP y NMP22 en una muestra de orina aislada del paciente, en el que la presencia de una combinación de 15
CEA en la muestra de suero y uno o más biomarcadores en la muestra de orina indica la presencia o el riesgo de 
cáncer de vejiga, en el que la combinación de CEA y al menos otro biomarcador se selecciona de: VEGF, CEA y 
TUP; VEGF, CEA, MMP-9 e IL-6; VEGF, CEA, TM, NSE y Dímero D; VEGF, CEA, NSE, TM e IL-8; CEA, IL-8 y 
NGAL; CEA, IL-8, NGAL, NSE y VEGF; NMP-22 y CEA; FAS, EGF, NSE, NMP-22 y CEA; o CEA y VEGF.

Descripción de la invención20

Lo siguiente es una lista de las abreviaturas usadas en la presente memoria descriptiva:

MAH Medicación antihipertensiva

ABC Área bajo la curva

HPB Hiperplasia prostática benigna

BTA Antígeno tumoral de vejiga25

CEA Antígeno carcinoembrionario

CK-18 Citoqueratina 18

CRP Proteína C reactiva

EGF Factor de crecimiento epidérmico

FAS Proteína FAS30

FDP Proteína derivada de fibrinocitos

FPSA Antígeno prostático específico libre

HA Ácido hialurónico

HRP Peroxidasa de rábano

HsCRP Proteína C reactiva ultrasensible35

IL-2 Interleucina 2

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

TP Tasa de Probabilidad40

MCP Proteína quimiotáctica de monocitos

MMP9 Metaloproteína de la matriz 9

MMP-9/NGAL Complejo de metaloproteína de la matriz 9/lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos

NGAL Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos
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NMP22 Proteína de la matriz nuclear 22

NSE Enolasa específica de neuronas

PAS Punto de asistencia sanitaria

CCR Carcinoma de células renales

COR Curva característica operativa del receptor5

DE Desviación Estándar

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato sódico

sTNFR1 Factor de necrosis tumoral soluble 1

sTNFR2 Factor de necrosis tumoral soluble 2

SPP Probabilidad predicha de partida (edad, años de tabaquismo y medicación antihipertensiva)10

CCTV Carcinoma de células de transición de la vejiga

TM Trombomodulina

TPSA Antígeno prostático específico total

TUP Proteína urinaria total

ITU Infección del tracto urinario15

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular

vWF Factor de von Willebrand

La presente invención se basa en el descubrimiento de que las combinaciones de biomarcadores específicos 
presentes en las muestras de suero y/o de orina, aisladas de un paciente que padece cáncer de vejiga, permiten que 
se realice un diagnóstico exacto del cáncer de vejiga. Esto es ventajoso, ya que disminuye la necesidad de 20
procedimientos de diagnóstico invasivos.

La combinación de biomarcadores seleccionados para la identificación comprende al menos dos biomarcadores. La 
combinación de al menos dos biomarcadores incluye CEA y uno o más biomarcadores seleccionados del grupo que 
consiste en VEGF, IL-8, NGAL, NSE, EGF, TM, Dímero D, MMP-9, IL-6, Fas, TUP y NMP22. La combinación de 
CEA y al menos otro biomarcador se selecciona de: VEGF, TUP y CEA; VEGF, CEA, MMP-9 e IL-6; VEGF, CEA, 25
TM, NSE y dímero D; VEGF, CEA, NSE, TM e IL-8; CEA, IL-8 y NGAL; CEA, IL-8, NGAL, NSE y VEGF; NMP-22 y 
CEA; FAS, EGF, NSE, NMP-22 y CEA; y CEA y VEGF. Preferiblemente, la combinación es CEA, IL-8 y NGAL.

En una realización preferida, el paciente a ensayar con respecto a la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga 
presenta hematuria. El método de la presente invención es ventajoso, ya que es capaz de determinar si un paciente 
que presenta hematuria tiene sangre en su orina porque padece cáncer de vejiga o por alguna otra causa. Por 30
ejemplo, puede haber sangre en la orina debido a una infección del tracto urinario.

Los biomarcadores se detectan en al menos una muestra de suero y al menos una muestra de orina aisladas del 
paciente. El biomarcador CEA se detecta en una muestra de suero, mientras los otros biomarcadores se detectan en 
orina. La presencia de los biomarcadores en la muestra se puede determinar mediante métodos disponibles 
comercialmente. Se puede usar la tecnología de matrices Biochip (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, Irlanda del 35
Norte, R.U.) para la detección simultánea de múltiples analitos de muestras de orina y/o suero de un único paciente. 
La tecnología se basa en el Biochip de Randox, un sustrato sólido de 9 mm2 que soporta una matriz de regiones de 
ensayo discretas con anticuerpos específicos de antígenos inmovilizados.

Preferiblemente, cada combinación de biomarcadores tiene una sensibilidad y especificidad de al menos un 70%. 
Esto significa que de 100 pacientes que tengan cáncer de vejiga, un 70% de ellos se identificará correctamente a 40
partir de la determinación de la presencia de una combinación particular de biomarcadores como positivos para 
cáncer de vejiga (ensayo de sensibilidad) mientras, de 100 pacientes que no tengan cáncer de vejiga, un 70% darán 
negativo con exactitud para la enfermedad (ensayo de sensibilidad). Preferiblemente, la combinación de 
biomarcadores tiene una sensibilidad de al menos un 75%. Más preferiblemente, la sensibilidad será de al menos un 
81%, y la especificidad de al menos un 0,75%, más preferiblemente de al menos un 0,80%.45

El siguiente Ejemplo, con referencia a las tablas 1 a 4, describe métodos mediante los cuales se pueden detectar los 
biomarcadores en una muestra de orina o suero aislada de un paciente. Los biomarcadores que se identificaron se 
analizaron después estadísticamente para identificar las combinaciones particulares de biomarcadores que se 
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correlacionan con la presencia de cáncer de vejiga en un paciente. El análisis estadístico muestra que 
combinaciones particulares de los biomarcadores se correlacionan con la presencia de tales biomarcadores en los 
pacientes con cáncer de vejiga.

La Tabla 1 muestra un análisis univariante de diferencias significativas en los perfiles de biomarcadores de muestras 
obtenidas de pacientes con cáncer de vejiga y controles (prueba T);5

la Tabla 2 muestra las sensibilidades y especificidades de los biomarcadores tal como se determinan por el efecto de 
la presencia o ausencia de un biomarcador particular en una combinación de biomarcadores; y

la Tabla 3 muestra los resultados de análisis de regresión logística binaria de biomarcadores que contribuyen de 
manera significativa a la sensibilidad de la combinación de biomarcadores.

Ejemplos10

Ejemplo 1

Se llevó a cabo un estudio preliminar para determinar qué biomarcadores individuales están alterados de manera 
significativa en pacientes con cáncer de vejiga en comparación con un control y qué variables actúan como factores 
de riesgo para el cáncer de vejiga. Se asignaron 77 pacientes (55 hombres; 22 mujeres) al grupo de control 
basándose en una cistoscopia negativa y en la ausencia de indicios de cáncer de vejiga tras otras investigaciones. 15
Sus diagnósticos finales fueron los siguientes: sin diagnóstico (n = 36), hiperplasia prostática benigna (HPB) (n = 13), 
cálculo (n = 9), cálculo con inflamación (n = 2), inflamación (n = 4), cáncer de próstata (n = 3), carcinoma de células 
renales (CCR) (n = 2), cálculo con HPB (n = 2), quiste renal (n = 1), traumatismo renal (n = 1), infección del tracto 
urinario (n = 1), fístula (n = 1), traumatismo (n = 1), endometriosis (n = 1), CCR con HPB (n = 1), cálculo con ITU (n = 
1) y metaplasia de células escamosas (n = 1).20

Se asignaron 82 pacientes (67 hombres; 15 mujeres) con cáncer de vejiga demostrado anatomopatológicamente en 
el momento de la toma de muestras al grupo de CCTV. Diecisiete pacientes con antecedentes de CCTV no tuvieron 
enfermedad en el momento de la toma de muestras.

La cistoscopia fue negativa para cáncer de vejiga para todos los controles y para 3/81 de los pacientes con CCTV. 
Tras la valoración citológica, se clasificaron 56/65 controles y 25/76 cánceres de vejiga como "sin indicios de 25
malignidad"; 5/65 y 8/76 como "atipia"; 1/65 y 10/76 como "sospechosos" y 1/65 y 33/76 como "malignos", 
respectivamente. Dos controles, clasificados como malignos, tuvieron cáncer de próstata.

Se descubrió que las medicaciones antihipertensivas (p<0,001, χ2) y las medicaciones antiplaquetarias (p = 0,027, 
χ2) son factores de riesgo elevado para el cáncer de vejiga. También se descubrió que los siguientes biomarcadores 
eran significativamente mayores en los pacientes con cáncer de vejiga: BTA, CEA (suero), Dímero D, FAS, IL-1α, IL-30
6, IL-8, complejo MMP-9/NGAL y VEGF (p < 0,020; prueba t). FPSA y TPSA (p < 0,05; prueba t). EGF (p<0,05; 
prueba t) y CRP (p<0,02; prueba t) son significativamente inferiores en los pacientes con cáncer de vejiga que en los 
controles.

Para biomarcadores individuales, las sensibilidades en la detección de la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga 
oscilaron del 33 al 68%, y las especificidades del 48 al 95%. IL-8 tuvo la sensibilidad más alta, y la citología la 35
especificidad más alta. Las combinaciones de biomarcadores que no comprendieron NMP22 tuvieron sensibilidades 
y especificidades que oscilaron del 71 al 83% y del 86 al 94%, respectivamente. Las combinaciones de 
biomarcadores creadas incorporando NMP22 tuvieron sensibilidades y especificidades que oscilaron del 71 al 87% y 
del 88 al 98%, respectivamente. Las combinaciones de biomarcadores con la sensibilidad más alta se basaron en 
datos normalizados, e incorporaron NMP22. Las combinaciones de biomarcadores con la especificidad más alta 40
usaron creatinina o datos corregidos de osmolalidad, y también incorporaron NMP22. Las combinaciones de 
biomarcadores sin NMP22 fueron muy diferentes a las de las combinaciones con NMP22.

Se descubrió que las combinaciones de biomarcadores analizadas junto con números bajos de variables de factores 
de riesgo fueron más sólidas. La edad de los pacientes, los años de tabaquismo y si los pacientes estaban o no 
tomando medicación antihipertensiva fueron variables que contribuyeron claramente a la sensibilidad y especificidad 45
de las combinaciones de biomarcadores en la detección de la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga. Los niveles 
de NSE y MMP-9 no fueron significativamente diferentes cuando se compararon los controles y CCTV, pero sí 
contribuyeron significativamente a 9/17 y 1/17 de las combinaciones de biomarcadores, respectivamente. Los niveles 
de lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos (NGAL) fueron significativamente mayores en los pacientes que 
tomaban medicación antihipertensiva (p = 0,022, prueba t), pero los niveles de NGAL no fueron significativamente 50
diferentes entre los controles y los pacientes con cáncer de vejiga. Cuando los pacientes que no tomaban 
antihipertensivos se compararon entre los grupos de control y de cáncer de vejiga, los que tenían cáncer habían 
fumado durante un tiempo significativamente más largo, tuvieron niveles significativamente mayores de CEA, VEGF 
y NSE. Cuando se compararon los pacientes con medicación antihipertensiva no hubo diferencias significativas entre 
el control y los cánceres de vejiga.55

Ejemplo 2
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A partir de los resultados preliminares del Ejemplo 1, se hizo una investigación adicional para descubrir 
combinaciones particulares de biomarcadores que se pueden usar para diagnosticar con exactitud la presencia o el 
riesgo de cáncer de vejiga en un paciente sin la necesidad de determinar también la exposición del paciente a otros 
factores de riesgo durante el examen clínico. La investigación adicional se diseñó para tener en cuenta el efecto que 
tienen los diversos factores de riesgo identificados en la investigación preliminar detallada anteriormente sobre la 5
presencia de biomarcadores individuales en muestras obtenidas de un paciente ensayados con respecto al cáncer 
de vejiga, de forma que se puede obtener una serie de combinaciones de biomarcadores específicos que reflejan los 
diversos factores de riesgo del cáncer de vejiga.

Se incorporaron 181 pacientes con antecedentes de hematuria para un ensayo de cáncer de vejiga. Todos los 
pacientes se habían sometido a examen cistoscópico. Los pacientes que se asignaron al grupo de control tuvieron 10
cistoscopia negativa o anatomopatología normal posterior, mientras los que se asignaron al grupo de carcinoma de 
células de transición de la vejiga (CCTV) tuvieron cáncer de vejiga confirmado anatomopatológicamente.

Se conocen varios factores de riesgo en el desarrollo del cáncer de vejiga. La edad y el tabaquismo son los factores 
de discriminación más exactos para determinar si un paciente que presenta hematuria tiene cáncer de vejiga o 
alguna otra patología. Por lo tanto, para que las combinaciones de biomarcadores proporcionen un medio exacto 15
para detectar la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga en lugar de otra patología que se presente clínicamente 
como hematuria, se evaluaron los factores de riesgo conocidos en cada paciente y se tuvo en cuenta el efecto sobre 
la presencia de cada una de las combinaciones de biomarcadores propuestas. Así, todos los pacientes del estudio 
se evaluaron por su exposición a diversos factores de riesgo de cáncer de vejiga respondiendo a un cuestionario al 
comienzo del estudio. El cuestionario preguntaba la edad y el sexo del paciente, y si existían antecedentes familiares 20
de cáncer de vejiga. Otros factores de riesgo investigados fueron si el paciente padece litiasis renal, infecciones 
urinarias recurrentes, hipertrofia prostática benigna o neoplasias malignas, y si había recibido radioterapia pélvica. 
Es de especial importancia si el paciente es fumador y, si lo es, el periodo de tiempo como fumador y la cantidad y 
tipo de tabaco fumado (pipa o cigarrillo), su consumo de alcohol y sus antecedentes médicos. Los antecedentes 
médicos del paciente son especialmente significativos, ya que se sabe que varios fármacos afectan a la expresión 25
de varios de los biomarcadores en la sangre y/o la orina del paciente. Los fármacos que tienen tal efecto se pueden 
seleccionar de fármacos antihipertensivos, fármacos anticolesterol, fármacos antiplaquetarios, fármacos 
antiulcerosos, fármacos de reducción de la próstata, fármacos antiasmáticos, fármacos analgésicos, fármacos 
antidepresivos, fármacos antiinflamatorios, fármacos antidiabéticos, fármacos anticoagulantes, fármacos ansiolíticos 
y vitaminas.30

A los factores de riesgo identificados positivamente se les asignó una probabilidad predictiva de partida (SPP) que 
es un indicador de la contribución de cada factor de riesgo al desarrollo de cáncer de vejiga en el paciente. La SPP 
se basa en el valor medio de cada factor de riesgo para un paciente que presenta cáncer de vejiga, p.ej. la edad 
media y el número medio de cigarrillos fumados, que se muestra en la Tabla 1. Como resultado, el análisis 
estadístico llevado a cabo con las diversas combinaciones de biomarcadores discutidas más adelante tiene en 35
cuenta el posible efecto que cada factor de riesgo puede tener sobre el desarrollo del cáncer de vejiga y la presencia 
de un biomarcador particular. Por lo tanto, en el entorno clínico, se puede usar la presente invención en el 
diagnóstico de la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga mediante la determinación de la presencia de diversas 
combinaciones de biomarcadores cuya combinación específica está diseñada para haber tenido en cuenta ya los 
otros posibles factores de riesgo para el cáncer de vejiga.40

Se recogieron muestras de orina (50 ml) y muestras de suero (2 ml) de todos los pacientes en recipientes estériles. 
Las muestras de orina sin filtrar y sin centrifugar se alicuotaron inmediatamente a -80 °C hasta los análisis. Las 
muestras de orina se descongelaron en hielo y después se centrifugaron (1200 x g, 10 minutos, 4 °C) para eliminar 
cualquier materia particulada antes del análisis. Inmediatamente tras la recogida, se colocaron 15-20 ml de orina sin 
filtrar y sin centrifugar en un recipiente estéril liso y se almacenaron a 4 °C hasta el procesamiento para la evaluación 45
citológica rutinaria en 24 h. El anatomopatólogo (NHS) informó sobre las preparaciones que se tiñeron con 
Papanicolaou y Giemsa como insuficientes para el análisis, normales, atípicas, sospechosas o malignas. También se 
registró la presencia de células inflamatorias. Los cortes de tumores teñidos con hematoxilina y eosina fueron 
clasificados, estadificados y evaluados con respecto al infiltrado inflamatorio por un anatomopatólogo. Se incluyeron 
pacientes designados como controles, con CCTV recién diagnosticada o recurrente en todos los análisis. Se 50
analizaron muestras de orina (2,5 µl/carril) de cada uno de los pacientes mediante el uso de análisis de SDS-PAGE 
(16%). Los geles se tiñeron en Azul de Coomassie durante 1 hora y después se destiñeron en Metanol/Ácido 
acético/Agua (2:1:7) hasta que el fondo fue claro.

Después se llevó a cabo la detección de la presencia de los biomarcadores en las muestras. Todas las muestras se 
analizaron por triplicado, y los resultados se expresan como la media + DE (n=3).55

Se usó la tecnología de matrices Biochip de Randox para detectar la presencia de diversos biomarcadores. Tras la 
activación de anticuerpos con el tampón de ensayo, se añadieron los patrones y las muestras y se incubaron a 37 °C 
durante 60 minutos, y después se colocaron en un termo-agitador a 370 rpm durante 60 minutos. Se añadieron los 
conjugados de anticuerpo (HRP) y se incubaron en el termo-agitador a 370 rpm durante 60 minutos. Las señales 
quimioluminiscentes formadas tras la adición de luminol (proporción 1:1 con el conjugado) se detectaron y se 60
midieron mediante el uso de la tecnología de formación de imágenes digitales, y se compararon con las de una 
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curva de calibración para calcular la concentración de los analitos en las muestras. La sensibilidad analítica del 
Biochip fue la siguiente: IL-2 4,8 pg/ml, IL-4 6,6 pg/ml, IL-6 1,2 pg/ml, IL-8 7,9 pg/ml, VEGF 14,6 pg/ml, TNFα 4,4 
pg/ml, IL-1α 0,8 pg/ml, IL-1ß, 1,6 pg/ml, MCP-1 13,2 pg/ml, NSE 0,26 ng/ml, NGAL 17,8 ng/ml, sTNFR1 0,24 ng/ml, 
Dímero D 2,1 ng/ml, TM 0,5 ng/ml, hsCRP 0,67 ng/ml, MMP9 3,03 ng/ml, sTNFR2 0,2 ng/ml. La sensibilidad 
funcional para CEA y PSA (libre y total) fue 0,2, 0,02 y 0,045 ng/ml, respectivamente.5

La presencia de NMP22 se determinó mediante tiras de ensayo de orina para NMP22 (Matritech Inc, Newton, MA 
02460, EE.UU.) en el punto de asistencia sanitaria (PAS) según las instrucciones del fabricante. Este fue un único 
ensayo para cada paciente.

La presencia de BTA (U/ml) en cada muestra de orina se determinó mediante el uso de un ELISA de BTA 
cuantitativo comercial (Polymedco, Inc. 510 Furnace Deck Road, Cortlandt Manor, NY 10567, EE.UU.) según las 10
instrucciones del fabricante.

La presencia de vWF (IU/ml) en cada muestra de orina se determinó mediante el uso de un ELISA cuantitativo 
comercial de Randox Laboratories, Crumlin, Irlanda del Norte, R.U., según las instrucciones del fabricante.

La presencia de MMP9/NGAL (ng/ml) en cada muestra de orina se determinó mediante el uso de un ELISA de 
Randox Laboratories Ltd. Crumlin, Irlanda del Norte, BT29 4QY, R.U.15

La presencia de Citoqueratina 18 (ng/ml) en cada muestra de orina se determinó mediante el uso de un ELISA 
cuantitativo disponible comercialmente de USCNLIFE Science & Technology Co. Ltd., A1709, Guangguguo, East 
Lake, Hi-Tech Zone, Wuham, 430074, China.

La presencia de ácido hialurónico (ng/ml) en cada muestra de orina se determinó mediante el uso de un ELISA 
competitivo cuantitativo disponible comercialmente de Echelon Biosciences Inc., 675 Arapeen Drive, Suite 302, Salt 20
Lake City, UT, 84108, EE.UU.

La presencia de FAS (pg/ml) en cada muestra de orina se determinó mediante el uso de un ELISA disponible 
comercialmente de RayBio Inc., Norcross, GA 30092, EE.UU.

La presencia de EGF (ng/ml) en cada muestra de orina se determinó mediante el uso de un ELISA de EGF de 
Randox Laboratories Ltd. Crumlin, Irlanda del Norte, BT29 4QY, R.U.25

La presencia de telomerasa en cada muestra de orina se determinó por triplicado mediante RT-PCR con el uso de 
un kit de detección cuantitativa de telomerasa disponible comercialmente (MT3012) según las instrucciones del 
fabricante (Express Biotech International (EBI) 503 Gateway Drive West, Thurmont, MD 21788, EE.UU.).

El estado de hidratación del paciente, y así la muestra de orina, puede afectar a la detección de un biomarcador. La 
muestra de orina, por lo tanto, se normalizó para tener en cuenta la variación del nivel de hidratación. El 30
procedimiento de normalización implicó el ajuste del nivel de creatinina (µmol/L) y la concentración de proteína 
urinaria total (TUP) (mg/ml). Se determinaron las medidas de creatinina (µmol/L) mediante el uso de un kit de 
diagnóstico in vitro cuantitativo de Randox Laboratories (Nº de Catálogo CR3814), y los resultados se recogieron en 
un analizador clínico de serie RX Daytona (Randox Laboratories Ltd). El ensayo de creatinina es lineal hasta 66000 
µmol/L, y tiene una sensibilidad de 310 µmol/L. Se determinó la osmolalidad (mOsm) mediante el uso de un micro-35
osmómetro Löser (Tipo 15) (Löser Messtechnik, Berlín, Alemania). El osmómetro se calibró mediante el uso de tres 
lecturas independientes de agua destilada (0,1 ml), y se suministró un patrón de 300 mOsm con el instrumento. La 
calibración se confirmó midiendo los mOsm de una disolución de NaCl del 0,9% recién preparada (media 286 + 3 
mOsm, n=3). La calibración del instrumento también se verificó al final del análisis mediante el uso de la misma 
disolución de NaCl del 0,9 % (media 280,3 + 0,58 mOsm, n=3) para comprobar la desviación. Se determinaron los 40
niveles de proteínas en orina (mg/ml) mediante el uso de un kit de reactivos del ensayo de Bradford (A595 nm) 
(Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) y BSA como patrón (1 mg/ml). Las muestras de los pacientes (10 µl/paciente) se 
mezclaron con el reactivo de Bradford (1 ml) y se leyeron en un espectrofotómetro Hitachi (Modelo Nº U-2800) a 
A595 nm. Los niveles de proteínas en las muestras de orina se determinaron a partir de un gráfico de calibración de 
BSA (0-5 mg/ml, n=3).45

Se determinó la osmolalidad (mOsm) mediante el uso de un micro-osmómetro Löser (Tipo 15) (Löser Messtechnik, 
Berlín, Alemania). Se determinaron los niveles de proteínas en orina (mg/ml) mediante el uso de un kit de reactivos 
del ensayo de Bradford (A595 nm) (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) y BSA como patrón (1 mg/ml).

La Tabla 1 indica los biomarcadores estadísticamente significativos que se hallaron en las muestras de orina y de 
sangre de los pacientes, así como una medida estadística de la variación de la concentración de proteínas, los 50
niveles de creatinina y la osmolalidad de la muestra entre los pacientes de control y los pacientes con cáncer de 
vejiga. A partir de estos resultados, se consideró que 23 biomarcadores en orinas y uno, CEA, en suero fueron 
estadísticamente significativos. Estos biomarcadores individuales se seleccionaron para la investigación adicional 
sobre qué combinaciones de biomarcadores predirían con exactitud la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga, 
habiendo tenido en cuenta la variación de la presencia de factores de riesgo de paciente a paciente y la variación de 55
la concentración de proteínas, la osmolalidad y los niveles de creatinina de una muestra de un paciente a otra.
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Las medias de las medidas de biomarcadores por triplicado para cada biomarcador identificado se transformaron 
después para conseguir las distribuciones normales. Se crearon variables diferentes para los niveles de 
biomarcadores corregidos que se obtuvieron de las medias para cada biomarcador, que se dividieron por las 
concentraciones de proteínas, creatinina u osmolalidad, y después se promediaron o se transformaron en el 
logaritmo. Se evaluaron las diferencias en los niveles de biomarcadores entre CCTV y los controles mediante el uso 5
de la prueba t de Student, y p = 0,05 como el nivel de significación. Se determinaron las sensibilidades y 
especificidades de los biomarcadores para el cáncer de vejiga a partir de análisis COR. Estos resultados se 
muestran en la Tabla 2.

Las combinaciones de biomarcadores significativas se determinaron mediante el uso de análisis de regresión 
logística binaria de Wald directa (probabilidad umbral para la clasificación de casos = 0,5). El análisis de regresión se 10
llevó a cabo mediante el uso del programa informático de regresión SPSS. La probabilidad predictiva de partida, 
obtenida del análisis mediante la prueba t de los factores de riesgo y la información clínica obtenida del cuestionario 
de los pacientes se usó como un primer clasificador para normalizar los datos de ABC de los biomarcadores 
mostrados en la Tabla 2. Los datos de ABC de los biomarcadores también se normalizaron adicionalmente para 
tener en cuenta las variaciones en los niveles de proteínas y de creatinina y la osmolalidad. Las sensibilidades y 15
especificidades de los biomarcadores para el cáncer de vejiga se determinaron a partir de tablas de contingencia. Se 
calcularon las tablas de contingencia de los diagnósticos finales respecto del cáncer de vejiga esperado predicho 
mediante cada combinación de biomarcadores (probabilidad predicha > 0,50, y los controles tuvieron una 
probabilidad predicha ≤ 0,50). Estos resultados se muestran en la Tabla 3.

Se demostró que 15 combinaciones de biomarcadores se correlacionan con los pacientes que tienen cáncer de 20
vejiga.

Discusión

La presente invención describe un método de identificación de pacientes que tienen o están en riesgo de desarrollar 
cáncer de vejiga por medio de la detección de combinaciones específicas de biomarcadores. La selección de los 
biomarcadores particulares que se incluyen en cada combinación tiene en cuenta diversos factores de riesgo que se 25
sabe que contribuyen al desarrollo del cáncer de vejiga, y los efectos que éstos tienen sobre los niveles de 
biomarcadores individuales en el paciente. Como resultado, el médico es capaz de determinar si un paciente que 
presenta hematuria tiene cáncer de vejiga o alguna otra dolencia que presenta hematuria, simplemente detectando 
la presencia de una de las combinaciones de biomarcadores identificadas por los presentes inventores a partir de la 
sangre o la orina del paciente, sin necesidad de tener en cuenta otros factores de riesgo del cáncer de vejiga.30

Las combinaciones de biomarcadores no se podrían haber predicho a partir de la técnica anterior, que simplemente 
indica que ciertos biomarcadores están implicados en las rutas bioquímicas del desarrollo del cáncer de vejiga. La 
descripción de las combinaciones específicas de biomarcadores de la presente invención y su uso en el diagnóstico 
de la presencia o del riesgo de cáncer de vejiga en un paciente es, por lo tanto, sorprendente.

Tabla 135

Variable CCTV (DE) Controles (DE) Diferencia media (IC del 95%) valor de p

Edad 69,2 (8,4) 54,3 (18,4) -14,9 (-19,5 a -10,4) 0,001

Cigarrillos/día 16,0 (17,6) 9,7 (13,2) -6,3 (-11,2 a -1,5) 0,011

Años de tabaquismo 27,0 (19,5) 13,6 (17,1) -13,4 (-19,2 a -7,6) 0,001

Alcohol 4,6 (8,3) 4,9 (7,6) 0,3 (-2,2 a 2,8) 0,830

Proteína -1,2 (0,6) -1,4 (0,6) -0,2 (-0,4 a -0,0) 0,012

Creatinina 97,1 (28,1) 97,8 (31,7) 0,7 (-8,7 a 10,1) 0,884

Osmolalidad 528,4 (198,5) 558,6 (232,9) 30,2 (-37,5 a 97,8) 0,380

BTA -0,2 (0,6) -0,5 (0,5) -0,3 (-0,5 a -0,1) 0,001

CEA 0,3 (0,3) 0,1 (0,3) -0,2 (-0,3 a -0,1) 0,001

CK18 -0,7 (0,2) -0,7 (0,2) -0,0 (-0,1 a 0,1) 0,818

CRP -0,1 (0,1) 0,0 (0,2) 0,1 (0,0 a 0,1) 0,001

Dímero D 1,3 (1,0) 0,7 (0,8) -0,5 (-0,8 a -0,3) 0,001

EGF -0,4 (0,2) -0,3 (0,2) 0,1 (0,0 a 0,2) 0,021

FAS -0,7 (0,3) -0,8 (0,3) -0,1 (-0,2 a -0,0) 0,011

FPSA -1,0 (0,4) -1,1 (0,3) -0,2 (-0,3 a -0,0) 0,011
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Variable CCTV (DE) Controles (DE) Diferencia media (IC del 95%) valor de p

HA -0,1 (0,3) -0,0 (0,2) 0,1 (-0,0 a 0,1) 0,124

IL-1α 0,6 (0,8) 0,2 (0,5) -0,4 (-0,6 a -0,2) 0,001

IL-1β 0,4 (0,6) 0,3 (0,4) -0,2 (-0,3 a -0,0) 0,059

IL-2 0,8 (0,1) 0,8 (0,1) -0,0 (-0,1 a -0,0) 0,008

IL-4 0,6 (0,1) 0,6 (0,1) -0,0 (-0,1 a -0,0) 0,065

IL-6 0,9 (1,0) 0,3 (0,9) -0,6 (-0,9 a -0,3) 0,001

IL-8 2,3 (1,0) 1,6 (0,9) -0,7 (-1,0 a -0,4) 0,001

MCP-1 2,1 (0,5) 2,0 (0,5) -0,1 (-0,2 a -0,0) 0,188

MMP-9 0,6 (0,4) 0,6 (0,3) -0,0 (-0,1 a 0,1) 0,592

MMP-9/NGAL -0,9 (0,3) -1,0 (0,2) -0,1 (-0,2 a -0,0) 0,010

NGAL 2,3 (0,5) 2,2 (0,4) -0,1 (-0,2 a 0,1) 0,282

NSE -0,3 (0,5) -0,4 (0,6) -0,1 (-0,3 a 0,1) 0,447

TM 0,6 (0,3) 0,6 (0,3) 0,0 (-0,1 a 0,1) 0,408

TNFα 1,0 (0,1) 1,0 (0,2) -0,0 (-0,1 a 0,0) 0,631

sTNFR1 -0,1 (0,4) -0,1 (0,4) -0,0 (-0,1 a 0,1) 0,981

sTNFR2 -0,7 (0,3) -0,7 (0,3) -0,0 (-0,1 a 0,1) 0,644

TPSA -0,2 (0,7) -0,4 (0,7) -0,3 (-0,5 a -0,1) 0,012

VEGF 2,3 (0,6) 1,9 (0,5) -0,4 (-0,6 a -0,2) 0,001

vWF -2,0 (0,3) -1,9 (0,5) 0,1 (-0,0 a 0,2) 0,126

Tabla 2

Biomarcador Con TCC ABC (IC del 95%) Sensibilidad (IC del 95%) Especificidad (IC del 95%)

BTA 77 84 0,64 (0,55, 0,72) 0,58 (0,48, 0,69) 0,77 (0,67, 0,86)

CEA (suero) 77 84 0,74 (0,67, 0,82) 0,67 (0,57, 0,77) 0,76 (0,67, 0,86)

CRP 77 84 0,35 (0,26, 0,43) 0,67 (0,57, 0,77) 0,48 (0,37, 0,59)

Dímero D 77 84 0,65 (0,57, 0,74) 0,52 (0,42, 0,63) 0,78 (0,69, 0,87)

EGF 77 82 0,39 (0,30, 0,47) 0,38 (0,27, 0,48) 0,71 (0,61, 0,81)

FAS 77 82 0,65 (0,57, 0,74) 0,58 (0,48, 0,69) 0,74 (0,64, 0,84)

IL-1a 76 84 0,65 (0,56, 0,73) 0,61 (0,50, 0,71) 0,64 (0,54, 0,75)

IL-1b 76 84 0,56 (0,48, 0,65) 0,36 (0,25, 0,46) 0,80 (0,71, 0,89)

IL-2 76 84 0,60 (0,51, 0,68) 0,63 (0,53, 0,73) 0,55 (0,44, 0,66)

IL-4 77 84 0,54 (0,45, 0,63) 0,40 (0,30, 0,51) 0,80 (0,71, 0,89)

IL-6 76 84 0,68 (0,60, 0,77) 0,67 (0,57, 0,77) 0,70 (0,59, 0,80)

IL-8 76 84 0,70 (0,62, 0,78) 0,68 (0,58, 0,78) 0,68 (0,58, 0,79)

MMP/NGAL 75 81 0,58 (0,49, 0,67) 0,49 (0,39, 0,60) 0,70 (0,60, 0,81)

VEGF 76 84 0,68 (0,60, 0,77) 0,63 (0,53, 0,73) 0,64 (0,53, 0,75)

NMP22 39 67 0,73 (0,63, 0,82) 0,58 (0,46, 0,70) 0,87 (0,77, 0,98)

Citología 65 78 0,69 (0,60, 0,78) 0,42 (0,31, 0,53) 0,95 (0,90, 1,00)

Cistoscopia 77 84 N/A 0,96 (0,92, 1,00) 1,00 (1,00, 1,00)
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Tabla 3

Corrección Clasificación correcta/n ABC (IC del 95%) Combinación de biomarcadores usados en 
el análisis de regresión

Controles CCTV

SPP 48/77 (62%) 68/81 (84%) 0,785 (0,71, 0,86) Edad, años de tabaquismo, medicación 
antihipertensiva

Nada 57/74 (77%) 71/81 (88%) 0,853 (0,79, 0,92) SPP, VEGF, CEA, TUP

Proteína 61/75 (81%) 71/81 (88%) 0,871 (0,81, 0,93) SPP, VEGF, CEA, MMP-9, IL-6

Creatinina 61/75 (79%) 69/80 (86%) 0,884 (0,83, 0,94) SPP, VEGF, CEA, TM, NSE, Dímero D

Osmolalidad 57/75 (76%) 70/81 (86%) 0,877 (0,82, 0,94) SPP, VEGF, CEA, NSE, TM, IL-8

Nada 31/39 (80%) 61/66 (92%) 0,918 (0,86, 0,98) SPP, NMP22, NSE, IL-4

Proteína 30/39 (77%) 62/65 (95%) 0,909 (0,85, 0,97) SPP, NMP22, MMP-9/NGAL

Creatinina 32/39 (82%) 63/66 (96%) 0,928 (0,87, 0,98) SPP, NMP22, TUP, IL-6, NSE

Osmolalidad 32/39 (82%) 63/66 (96%) 0,928 (0,87, 0,98) SPP, NMP22, TUP, IL-6, NSE

Nada 55/75 (73%) 66/82 (81%) 0,812 (0,75, 0,88) CEA, IL-8, NGAL

Proteína 58/75 (77%) 65/82 (79%) 0,828 (0,76, 0,89) CEA, IL-8, NGAL, NSE, VEGF

Creatinina 54/75 (72%) 64/81 (79%) 0,808 (0,74, 0,88) CEA, IL-8, NGAL

Osmolalidad 54/75 (72%) 64/82 (78%) 0,810 (0,74, 0,88) CEA, IL-8, NGAL

Nada 26/39 (67%) 52/65 (80%) 0,861 (0,79, 0,93) NMP22, IL-2, EGF, NSE

Proteína 28/39 (72%) 50/67 (75%) 0,791 (0,71, 0,88) NMP22, CEA

Creatinina 27/39 (69%) 56/65 (86%) 0,865 (0,79, 0,94) Fas, EGF, NSE, NMP22, CEA

Osmolalidad 28/39 (72%) 57/65 (88%) 0,874 (0,80, 0,94) CRP, NSE, IL-2, NMP22, CEA, FAS

Nada 54/74 (73%) 68/79 (86%) 0,847 (0,78, 0,91) SPP, CEA, VEGF

Nada 30/38 (79%) 58/64 (91%) 0,899 (0,83, 0,97) SPP,CEA,NMP22, VEGF
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga en un paciente, que comprende detectar 
la presencia de CEA en una muestra de suero aislada del paciente y detectar la presencia de uno o más 
biomarcadores seleccionados de VEGF, IL-8, NGAL, NSE, EGF, TM, Dímero D, MMP-9, IL-6, FAS, TUP y NMP22 
en una muestra de orina aislada del paciente, en el que la presencia de una combinación de CEA en la muestra de 5
suero y uno o más biomarcadores en la muestra de orina indica la presencia o el riesgo de cáncer de vejiga, en el 
que la combinación de CEA y al menos otro biomarcador se selecciona de:

VEGF, CEA y TUP;

VEGF, CEA, MMP-9 e IL-6;

VEGF, CEA, TM, NSE y Dímero D;10

VEGF, CEA, NSE, TM e IL-8;

CEA, IL-8 y NGAL;

CEA, IL-8, NGAL, NSE y VEGF;

NMP-22 y CEA;

FAS, EGF, NSE, NMP-22 y CEA; o15

CEA y VEGF.

2. El método de la reivindicación 1, en el que el paciente presenta hematuria.

3. El método según las reivindicaciones 1 ó 2, en el que la combinación de CEA y al menos otro biomarcador es 
CEA, IL-8 y NGAL.
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