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Resumen.- OBJETIVO: Determinar la frecuencia de cé-
lulas prostdticas circulantes (CPCs) primaria en hombres
con cdancer de préstata en el momento del diagnéstico,
la asociacién con micrometdstasis dsea y subclasifica-
cién por CD82. Determinar la relacién con la estadio
patolégica y la eficacia para seleccionar pacientes
para la prostatectomia radical.

METODOS: Se incluyeron hombres con diagnéstico de
céncer de préstata previo a fratamiento definitivo. Se
obtuvieron muestras de sangre y de médula ésea, las
células mononucleares separadas por centrifugacion di-
ferencial y células prostdticas identificadas con inmumo-
citoquimica con anti-APE, las muestras positivas fueron
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sub-clasificadas con anti-CD82. Se registraron también
los detalles de APE sérico, Indice de Gleason y estadio
patolégica.

RESULTADOS: De /7 hombres, 58 (/75,3%) tuvieron 1°
CPCs detectadas. Hubo una asociacion con estadio
pero no con el Indice de Gleason, 31 (40,3%) tuvieron
micrometdstasis. Hubo una asociacion significativa con
la estadio patoldgica y Indice de Gleason. Pacientes
CPC negativa tuvieron una menor frecuencia de micro-

metdstasis que los hombres CPC positiva 1,19 versus
30/58 [p<0,0003).

Hubo una relacién inversa significativa entre la expre-
sion de CD82 en CPCs y el indice de Gleason y me-
nor frecuencia de micrometéstasis en comparacién con

hombres CPC CD82 positivos [p<0,0005).

En el grupo de combinacién de hombres CPC negativa
y CPC positiva CD82 positivo la frecuencia de microme-
fastasis fue significativamente menor que el grupo CPC
(+) CD82 (-] 5/39 versus 26,/ 38 respectivamente(p<O
,0000007), con una sensibilidad de 87% y especifici-
dad de 73,9% para la ausencia de micrometésiasis.

CONCLUSIONES: la presencia de CPCs implica un
riesgo mayor de desarrollar micrometéstasis, la coex-
presion del CD82 es asociada con tumores de bajo
grado, un riesgo disminuido del desarrollo de microme-
tastasis dseas. Como consecuencia, el uso de la detec-
cién de CPCs primarias y su subclasificacién podrian
ser clinicamente (tiles para identificar los pacientes los
cuales beneficiardn de una prostatectomia radical como
tratamiento de primera linea.
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Summary.- OBJECTIVES: To defermine the frequency
of primary circulating prostate cells in men with prosta-
fe cancer at the fime of diagnosis, the association with
micrometastasis, subclassification for CD82 and the re-
lation with pathological stage. To determine their clinical
usefulness fo identify patients in whom radical prostatec-
fomy would be first choice therapy.

METHODS: Men with the diagnosis of prostate cancer
before definitive therapy. Blood and bone marrow sam-
ples were taken, mononuclear cells separated by diffe-
rential centrifugation and prostate cells identified with
immunocytochemistry using anti-PSA. Positive samples
were sub-classified with ant-CD82. Details of serum
PSA, Gleason score and pathological stage were re-
gistered.

RESULTS: Of 77 men 58 (75.3%) had primary CPCs
defected, there was an association with stage but not
Gleason. 31 {40.3%) had micrometastasis with an as-
sociation with stage and Gleason score. CPC-negative
patients had fewer micrometastasis detected, 1,19 ver

sus 30/58 (p<0.003).

There was an inverse relation between CD82 expre-
ssion and Gleason score, men with CPCs expressing
CD82 had fewer micromefastasis. The combined group
of CPC negative and CPC positive CD82 positive men
showed a sensitivity of 87% and specificity of 73.9% for

the absence of micrometastasis.

CONCILUSIONS: The detection of CPCs and sub-clas-
sification with CD82 could be clinically useful fo identify
men with a significantly lower risk of micrometastais and
as a consequence fo identify men in whom radical pros-
tatectomy could be the best initial treatment.

Keywords: Prosiate cancer. Circulating tumor
cells. Micrometastasis. CD82.

INTRODUCCION

La determinacién del nivel sérico de antigeno
prostdtico especifico en asociacién al tacto rectal es
considerada en la actualidad el estudio recomenda-
do en el diagnéstico precoz del cancer prostético (1).
Esta ha permitido que un creciente nimero de pacien-
tes sean diagnosticados en estadios clinicos iniciales.
Para el cancer prostético localizado, la prostatecto-
mia radical es considerado el tratamiento mds ade-
cuado (2, 3). Sin embargo, los hallazgos patolégicos

post-quirdrgicos (6) muestran que la proporcién de
canceres potencialmente curados sélo con cirugia
son entre el 40% y 70% (4), un 30% a 60% de los
pacientes son patolégicamente estadio pT3 (5) y un
20-70% tienen margenes positivos.

Estos dos factores, estadio patolégico y mér-
genes positivos, influyen de forma directa en la su-
pervivencia libre de progresién bioquimica, recidiva
local y sistémica (7). Con las limitaciones, como exé-
menes predictivos del estadio patolégico, del estadio
clinico, indice de Gleason, APE sérico, Partin et al (8)
propusieron su andlisis combinado para producir un
nomograma para predecir el estadio patolégico. Sin
embargo, a pesar de todos los métodos utilizados
para estadiaje clinico, la mitad de los pacientes son
infraestadiados (5), lo que supone que entre un 17-
70% presente afectacién extracapsular o margenes
afectados (6). Sabemos que la penetracién extra-cap-
sular o mérgenes positivos son factores de directa
influencia en la aparicién de recurrencia local o a
distancia (7). El alto porcentaje de infraestadiaje y
margenes positivos (17- 70%) () es una de las razo-
nes por las que, en los ltimos tiempos, ha disminuido
el entusiasmo por la prostatectomia radical (9), y ha
motivado la exploracién de caminos que mejoren la
curabilidad quirirgica.

La deteccién de células prostaticas en san-
gre (CPCs) y su papel en el desarrollo de metdstasis
continda siendo controvertido. Publicaciones previas
sugieren su utilidad en la orientacién del manejo del
cancer de préstata (10). Estudios publicados en Chile
han detectado la presencia de CPCs y la expresién
de la proteina P504S en estadios precoces del can-
cer de préstata, asi como la relacién entre presencia
de CPCs en sangre y médula ésea con los factores de
riesgo establecidos (11, 12).

Existen dos tipos de CPCs, las primarias (1¢
CPCs) detectadas al tiempo del diagnéstico, y las se-
cundarias (22 CPCs) detectadas después de la tera-
pia radical. Las caracteristicas de las 1° CPCs, como
su presencia o ausencia, podrian ser importantes
para determinar un céncer localizado y por lo tanto
apto para la cirugia o avanzado con la presencia de
micrometdstasis en la médula ésea, donde un trata-
miento puramente quirirgico serd inadecuado.

El gen supresor tumoral KAi1 es ubicado en
la regién p11.2 del cromosoma 11 (13) y se codifica
para una glicoproteina de la familia de las tetraspa-
ninas, el CD82. Tejidos prostéticos benignos, como
la hiperplasia expresan el CD82 (13), la expresién
es aumentada en hiperplasia benigna asociada con
cancer de bajo grado, como en cdncer prostético
con un indice de Gleason de 3 y 4 (14), pero la ex-
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FIGURA TA 'y 1B. Micrometéstasis.

presion estd disminuida o ausente en cancer de alto
grado y en macrometdstasis (15). Es postulado que el
CD82 actia por la proteina quinasa C, la cual tiene
un papel crucial en el ciclo celular, la migracién y la
invasiéon (15).

Presentamos un estudio sobre la deteccién
de las 1°CPCs y su sub-clasificacién con anticuerpos
monoclonales contra el supresor tumoral CD82, asi
como su significancia clinica en relacién a la presen-
cia de micrometdastasis en la médula ésea en hom-
bres en precirugia por céncer prostdatico.

METODOS Y PACIENTES

Se realizd un estudio prospectivo incluyendo
todos los pacientes diagnosticados de céncer de prés-
tata durante el 2008 en el Hospital de Carabineros

FIGURA 2A). 1.3: CPC CD82 (3+).

de Chile, el Instituto de BioOncologia e INRAD. Se
incluyeron un total de 77 pacientes con cancer pros-
tatico confirmado por biopsia, asi como 10 mujeres
que formaron el grupo control. En cada individuo se
registrd la edad, APE total en sangre, estadio, indice
de Gleason y cintigrama 6seo.

Tras la recogida de todos los consentimientos
informados, se obtuvieron las muestras de sangre y
de médula 6sea por aspiracién y biopsia necesarias
para el estudio.

1. Preparacién de la Muestra:

8 ml de sangre venosa fueron obtenidos de
la vena cubital, usando aguja de 21G y 2 tubos con
anticoagulante EDTA (Beckinson-Vacutainer). Se obtu-
vo la muestra de médula ésea desde la cresta iliaca
postero superior, usando como sedacién 5mg de mi-
dazolam e.v. y lidocaina al 2% como anestesia local.

- FIGURA 2B). 1.4: CPC CD82 [+
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Se aspiraron un total de 4 ml de médula ésea de
cada paciente se almacenaron en tubos con anticoa-
gulante EDTA. Se utilizé la biopsia de médula ésea
para preparar 3 ldminas tipo impronta.

2. Separacién de las células mono-nucleares:

Las células mono-nucleares fueron obtenidas
a partir de las muestras de sangre y médula 6sea
utilizando centrifugacién diferencial con Histopaque
1.077 (Sigma - Aldrich), segin las instrucciones del
fabricante. 25 ul de la suspensién obtenida fueron
utilizados para preparar cada ldmina (porta objeto
sialinizado - DAKO EEUU). Las ldminas, incluyendo
las improntas, fueron secadas con aire y fijadas con
solucién 70% etanol, 5% formol y 25% de solucién
salina tamponada con fosfato pH 7.2 por 5 minu-
tos.

3. Inmunocitoquimica:

Se utilizaron anticuerpos monoclonales con-
tra APE clon 28A4 (Novocastro Laboratory, UK) en
una concentracién de 25ul para detectar células pros-
taticas. La reaccién se desarrollé con sistema de fos-
fatasa alcalina antifosfatasa alcalina (LSAB2 DAKO
EEUU) con neofuscina como cromégena y levamisole
(DAKO - EEUU) como inhibidor de fosfatasa alcalina

enddgeno segin las instrucciones del fabricante.

Anti-CD82:

Las muestras positivas para APE tuvieron una
segunda estadio de procesamiento para la deteccion
de CD82 clon 5B5 (Novocastro Laboratory, Reino
Unido) con una dilucién de 1:50. Tras una incuba-
cién con inhibidor de peroxidasa (DAKO, EEUU),
se desarrollé la reaccién con un sistema basado en
peroxidasa (LSAB2, DAKO, EEUU) con Vector VIP (Lo-
boratory Vector, EEUU) como cromogen, segin las
instrucciones del fabricante.

o

FIGURA 3A). Microfragmento negativo -

La intensidad de la expresion de CD82 fue
clasificado de O a +++ utilizando el mismo sistema
de puntaje del HercepTest por cada muestra para dar
un puntaje promedio entre O a 3.

La definicién de una CPC o células cancero-
sas aisladas en la médula ésea (CCA) fue segin los
criterios de ISHAGE 1999 (16). Una micrometastasis
fue definida como un micro-fragmento (grumo) positi-
vo de células que expresan APE (17).

4) Andlisis estadistica:

Se usaron técnicas estadisticas descriptivas
para las variables demogréficas, la prueba de T-Stu-
dent para las diferencias entre la edad y APE y la
prueba de Chicuadrado para las diferencias en al
frecuencia de células positivas entre los diferentes
subgrupos.

Se consideré un error alfa de 0,05, un error
beta de 0,20 y p<0,05 como significativo.

El andlisis se realizé con el programa Epiln-

fo® para Windows 98®.

5) Consideraciones éticas:

El estudio fue desarrollado en conformidad
de los principios de la declaracién de Helsinki y tuvo
la aprobacién del Comité Etica local.

RESULTADOS

Durante el periodo comprendido en la inves-
tigacién, 77 pacientes cumplieron con los criterios
de inclusién para el estudio, con una edad promedio
de 68,4 +/- 9,7 afios y un APE sérico promedio de
11,27 ng/ml (rango 1,5-85ng/ml).

B

FIGURA 3B). leucocito APE [-] CD45 (+)
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TABLA |. FRECUENCIA DE LA DETECCION DE 1° CPCS SEGUN EL ESTADIO PATOLOGICO.

1° CPC positiva 1° CPC negativa Total
Estadio 1 0 4 4
Estadio 2 29 13 42
Estadio 3 29 2 31
Total 58 19 77

Estadio 1+2 vs Estadio 3 p=0,002 (Chi-cuadrado 2 colas)
Estadio 2 vs Estadio 3 p=0,02 (Chicuadrado 2 colas)

De los 77 pacientes, en 58 (75,3%) se detec-
taron 1° CPCs en sangre venosa. La frecuencia segin
la estadio clinica y el indice de Gleason se muestra
en la Tabla I y Il. No existieron diferencias signifi-
cativas entre los diferentes indices de Gleason, pero
4 pacientes con estadio pT2 tuvieron una frecuencia
de CPCs menor que estadio pT3, 29/42 (21,4%) vs
25/27 (92,5%) respectivamente (p<0,02 Chi-cua-
drado 2 colas).

De los 77 pacientes, 39 (50,6%) tuvieron un
mielograma positivo para células prostaticas y 31
(40,3%) presentaron enfermedad micrometastasica
(Tabla Il y 1V). La presencia de células prostaticas en

la aspiracién (CCAs) y la presencia de micrometds-
tasis se asocié con la estadio clinica, pT2 versus pT3
para CCAs 15/27 (55,6%) versus 19/27 (70,4%)
p<0,005 Chi-cuadrado 2 colas) y para la biopsia
10/42 (23,4%) versus 17/27 (63,0%) (p<0,001 Chi
cuadrado 2 colas) respectivamente. No hubo una di-
ferencia significativa entre la frecuencia de deteccién
de las CCAs y las micrometéstasis en pacientes con
estadio pT2 o pT3, (p=0,23 y p=0,56 Chi cuadrado
2 colas) respectivamente.

No hubo una relacién entre el indice de
Gleason y la presencia de células circulantes en la
aspiracién (Tabla 1V), pero hubo una relacién signifi-

TABLA Il. FRECUENCIA DE LA DETECCION DE 1° CPCS SEGUN EL INDICE DE GLEASON.

1° CPC positiva 1° CPC negativa Total
Gleason 4 14 5 19
Gleason 5 15 6 21
Gleason 6 21 6 27
Gleason 7 4 2 6
Gleason 8y 9 4 0 4
Total 58 19 77

Gleason 4 vs 5 p=0,87 Gleason 4 vs 6 p=0,75 Gleason 4 vs Gleason 7,8,9 p=0,/1
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TABLA Ill. FRECUENCIA DE CELULAS PROSTATICAS DETECTADAS EN MEDULA OSEA.

Mielograma positivo | Mielograma negativo | Biopsia positivo Biopsia negativo | Total
Estadio 1 2 2 0 4 4
Estadio 2 15 27 10 32 42
Estadio 3 23 8 21 10 31
Total 40 37 31 46 77

Estadio 1 + 2 versus Estadio 3 + 4: Mielograma (aspiracién) p < 0,001 (Chi cuadrado 2 colas). Biopsia: p < 0,00005

(Chi cuadrado 2 colas)

Estadio 2 versus Estadio 3: Mielograma p<0,005 (Chi cuadrado 2 colas), biopsia p<0,001 (Chi cuadrado 2 colas).

Mielograma versus biopsia: estadio 2 p=0,23 estadio 3 p=0,56.

cativa entre el indice de Gleason y la frecuencia de
deteccién de las micrometéstasis. Pacientes con un
indice de Gleason de 4 o 5, tuvieron una frecuencia
de micrometdstasis significativamente menor que los
pacientes con un indice de Gleason mayor (Tabla V)
(Chi-cuadrado 2 colas). En pacientes con Gleason
4, la frecuencia de micrometdstasis fue menor que
la frecuencia de células aisladas en la aspiracién (p

<0,027, Chi cuadrado 2 colas).

Hubo una diferencia significativa en la pre-
sencia de micrometdstasis entre pacientes CPC nego-
tiva y positiva, 1/19 versus 30/58 respectivamente
(p<0,0003 Chi cuadrado 2 colas).

Sub-clasificacién de las CPCs:
CD82: Se encontraron CPCs positivas para
CDB82 en todos los pacientes con Gleason 4 (14/14

100%) y en solo cuatro pacientes con indice de Glea-

TABLA IV LA FRECUENCIA DE CELULAS PROSTATICAS EN MEDULA OSEA SEGUN EL INDICE DE GLEASON.

Mielograma positivo [Mielograma negativo|  Biopsia positivo Biopsia negativo | Total
Gleason 4 8 11 2 17 19*
Gleason 5 8 13 4 17 21**
Gleason 6 17 10 17 10 27 **
Gleason 7 2 4 4 2 6***
Gleason 8 +9 4 0 4 0 4x**
Total 40 37 31 46 Vi

leason 4 versus 5: Mielograma p=0,80 biopsia p=0,45

leason 4 versus 7/8/9: Mielograma p=0,36 biopsia p<0,0001

G
Gleason 4 versus 6: Mielogram p=0, 16 biopsia p<0,0005
G
G

leason 5 versus 6: biopsia p<0,002
Gleason 5 versus 7/8,/9: biopsia p<0,002 (Fisher, 2 colas)

Mielograma  versus biopsia: *p<0,027 **p=0, 17 ***p=NS
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son 5 (4/15, 25%). Todos los pacientes con indice
de Gleason mayor a 5 fueron CD82 negativos. Los
pacientes con CPCs CD82 positivos tuvieron una me-
nor frecuencia de micrometdstasis en comparacién
con los pacientes CD82 negativos (p<0,0005 Chi
cuadrado 2 colas Tabla V). 4/20 versus 26/38 res-
pectivamente. Cuando combina pacientes CPC nega-
tivos y CPC positivos con expresion de CD82, 5/39
fueron micrometéstasis positiva versus 26/38 micro-
metdstasis negativa (p<0,0000007 Chi cuadrado 2

colas).

Comparando los 3 grupos para la prediccién
de la ausencia de micrometéstasis y como consecuen-
cia un candidato para la cirugia curativa, la ausen-
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cia de CPCs tuvo una sensibilidad de 94,7% y espe-
cificidad de 39,1%; entre pacientes CPC positivos, el
uso de la expresion de CD82 tuvo una sensibilidad
de 80% y especificidad de 57%, la combinacién de

CPC negativa y CPC positiva CD82 positivo tuvo una
sensibilidad de 87% y especificidad de 73,9%.

DISCUSION

Los resultados del estudio ProTECT (Prostate
Tumor, Early Cancer Test) implican que es posible al
tiempo del diagnéstico de cancer prostatico predecir
los pacientes negativos para micrometdstasis indepen-
diente de la estadio, Indice de Gleason y APE sérico.

TABLA V. COMPARACION ENTRE LOS 3 GRUPOS, CPC NEGATIVA, CPC POSITIVO ACD82 NEGATIVO Y

POSITIVO.
CPC negativa CPC positiva CPC positiva Total
CD82 negativo CD82 positivo
N° pacientes 19 39 19 77
Edad promedio 68,9 +/-5,8 afios | 64,7 +/-9,9 afios | 75,3 +/-8,5 anos | 68,4 +/-9,7 afios
APE al tiempo de la | 5,83 +/- 2,67 12,93 +/-11,6 12,41 +/-12,0 11,27 +/- 10,61
biopsia ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Estadio patolégico
P 4 0 0 4
pT2 13 16 13 42
pT3 2 23 6 31
indice de Gleason
4 5 0 14 19
5 6 11 4 21
6 6 21 0 27
7 2 4 0] 6
8y?9 0 4 0 4
Micrometdstasis 1(5,3%) 26 (66,7%) 4 (20%) 31 (40,3%)
Positiva
Riesgo relativo 1,00 4,80 36,00
N° células detectada 8 +/-7 células/ml | 7 +/- 6 células/ml | 8 +/-7 células/ml
/ml sangre
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Utilizando la sub-clasificacién con anti-CD82
es posible identificar 73,9% de los pacientes sin mi-
crometdstasis y por lo tanto aquellos pacientes con
més posibilidades de una cirugia curativa.

El presente estudio es el primero que logra
demostrar que las CPCs expresan CD82 y que existe
una relacién entre su expresién, el indice de Gleason
y la estadio clinica, semejante a lo informado por
ofros estudios que detectaron este marcador en célu-
las de tejido prostético obtenido de prostatectomias

radicales (14,15).

Nuestros resultados sugieren que la expre-
sién del CD82 no es suficiente por si sola para inhi-
bir la diseminacién de las CPCs del tumor primario o
desde los microfocos en tejidos distantes. La asocia-
cién negativa con la presencia de las micrometastasis
bseas sugiere que el CD82 funciona para inhibir la
implantacién ésea.

Katz et al (18) han definido el concepto
de fallo quirGrgico potencial como la presencia de
margenes quirirgicos positivos, invasion de vesi-
culas seminales o de ganglios linféticos, para dife-
renciarlo de aquellos casos en los que el tumor es
érgano-confinado. Sin embargo, esta definicién no
se incluye en el grupo los pacientes con una patolo-
gia desfavorable indicada o invasién capsular pero
con mdrgenes negativos. Se ha demostrado que este
grupo presenta una evolucién més favorable que si
hubieran presentado mérgenes positivos (19). En el
cancer clinicamente localizado han demostrado que
los mds importantes factores predictivos de extension
extra-capsular son la concentraciéon sérica de PSA, el
indice de Gleason y la estadio clinica, el PSA sérico
se ha correlacionado con el volumen tumoral y como
consecuencia con los mérgenes positivos y la pene-
tracién capsular (20). El uso de la deteccién de CPCs
y su sub-clasificacién parece predecir de manera sig-
nificativa e independiente la ausencia de micrometés-
tasis en pacientes previo a la prostatectomia radical.

CONCLUSIONES

Proponemos que la presencia de CPCs impli-
ca un riesgo mayor de desarrollar micrometéstasis, la
co-expresion del CD82 as asociada con tumores de
bajo grado, un riesgo disminuido del desarrollo de
micrometdstasis éseas. Como consecuencia, el uso
de la deteccién de CPCs primarias y su sub-clasifica-
cién podrian ser clinicamente Gtiles para identificar
los pacientes que se beneficiaran de una prostatec-
tomia radical como tratamiento de primera linea.
Los pacientes negativos para CPCs y ellos con CPCs
CD82 positivos deberian ser considerados para ci-

rugia sola, pacientes CPC positiva CD82 negativo
deberian ser evaluados para la presencia de micro-
metéstasis y la necesidad de terapia adyuvante.

El uso de andlisis de sangre, es simple, no
invasivo y podria ser implementado en el laboratorio
de rutina. Las conclusiones preliminares del estudio
ProTECT merecen estudios mas amplios para confir-
mar los resultados.
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