&

ARTICULO ORIGINAL

Expresion del supresor tumoral

CD82 en células prostaticas primarias
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¥ RESUMEN

Objetivo: Determinar la expresion de CD82, un inhibi-
dor de metastasis, en las células prostaticas en la cir-
culacion sanguinea antes y después del tratamiento
definitivo, la asociacion con los parametros clinicos y la
presencia de micrometastasis 6sea.

Métodos y pacientes: Estudio transverso, multi-cén-
trico de pacientes consecutivos con cancer prostatico
atendidos entre los afios 2008 y 2009. Las células mono-
nucleares fueron aisladas de 8 mL de sangre venosa por
centrifugacion diferencial y las células prostaticas pri-
marias y secundarias, en la circulacion sanguinea (CPCs)
detectadas con anti- antigeno prostatico especifico (APE)
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E ABSTRACT

Objective: To determine CD82, a melastasis inhibitor,
expression in circulating prostate cells (CPCs) in blood before
and after definitive treatment, its association with clinical
parameters and the presence of bone micrometastasis.

Methods and patients: A cross-sectional multicentric
study of consecutive prostate cancer patients attended to
within the time frame of 2008 and 2009. Mononuclear cells
were isolated from 8 mL of venous blood by differential
centrifuge and CPCs were detected with anti- prostate specific
antigen (PSA) and Identified with immunocytochemistry.
Positive samples were subclassified with anti-CD82. Details
of stage, age and serum PSA level were registered. A bone
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e identificadas con inmunocitoquimica. Las muestras
positivas fueron sub-clasificadas con anti-CD82. Deta-
lles de la etapa, edad y nivel de APE sérico fueron regis-
trados. Una impronta de una biopsia de la médula 6sea
fue procesada en forma idéntica.

Resultados: Participaron 105 pacientes; pre-tratamien-
to 30 y pos-tratamiento 75 . Existio asociacion entre la
frecuencia de deteccion de CPCs, la etapa clinica y el in-
dice de Gleason. La expresion de CD82 fue asociada con
un indice de Gleason bajo y la ausencia de micrometas-
tasis 6seas.

Conclusiones: La expresion del CD82 en CPCs esta
asociada con tumores de bajo grado, no se inhibe la di-
seminacion de las células cancerosas, pero si inhibe su
implantacion en la médula 6sea y es asociada con una
recidiva local y no 6sea.

Palabras clave: CD82, cancer prostatico, micrometas-
tasis, células tumorales circulantes, Chile.

marrow biopsy sample was processed in the same manner.

Results: Atotal of 105 patients participated; 30 pretreatment
and 75 posttreatment. There was an association between
CPC detection frequency, clinical stage and Gleason score.
CD82 expression was associated with a low Gleason score
and the absence of bone metastasis.

Conclusions: CD82 expression in CPCs is associated
with low grade tumor and does not inhibit cancerous
cell dissemination but it inhibits its implantation in bone
marrow and is associated with local non-bone recurrence.

Key words: CDS82, prostate cancer, micrometastasis,
circulating tumor cells, Chile.

® INTRODUCCION

La mayor parte de los pacientes portadores de cancer
prostatico (CaP), cursan con una enfermedad localizada
al momento del diagnostico. Sin embargo, 30% a 40% de
estos pacientes desarrollaran una recaida bioquimica
después de la terapia quirtrgica radical.

La deteccion de células prostaticas en la circulacion
sanguinea (CPCs) al momento del diagnostico de CaP o
durante su seguimiento, podria senalar pacientes con
mayor riesgo de desarrollo de micrometastasis, los cua-
les probablemente necesitaran de terapia adicional a la
quirurgica.

Existe una correlacion entre la presencia de CPCs
con los factores de prondstico establecidos, 1a etapa cli-
nica y el indice de Gleason, pero no con el nivel de APE
sérico.! Se han obtenido resultados semejantes al estu-
diar células cancerosas aisladas (CCAs), encontradas en
la médula 6sea.>

El tumor original es una mezcla de diferentes pobla-
ciones de células con diferentes caracteristicas, algunas
con la habilidad de diseminar o proliferar. En la ultima
década, el descubrimiento de genes llamados supreso-
res tumorales, ha aportado nuevas evidencias acerca el
proceso de metastasis. Cuando estos genes se expresan,

inhiben el desarrollo de las macro y micrometastasis sin
alterar el crecimiento del tumor primario.>” Los produc-
tos de estos genes pueden disminuir la actividad en uno
0 mas pasos en el proceso metastasico,® causando la
inhibicion de la diseminacion, implantacion o la habili-
dad de formar colonias en tejidos distantes.

El gen supresor tumoral KAil esta ubicado en la
region p11.2 del cromosoma 11,° y se codifica para una
glucoproteina de la familia de las tetraspaninas, la CD82.
En los tejidos prostaticos benignos, como en la hi-
perplasia que expresan el CD82;° esta expresion esta
aumentada en la hiperplasia benigna asociada con
cancer de bajo grado, asi como en cancer prostatico
con un indice de Gleason de 3 y 4,'° pero la expresion
esta disminuida o ausente en los casos de cancer de
alto grado asi como en las macrometastasis.!' Se ha
postulado que el CD82 actua por la proteincinasa C, la
cual posee un papel crucial en el ciclo celular, la mi-
gracion y la invasion.

Presentamos un estudio transversal, utilizando do-
ble-inmunomarcacion para detectar la co-expresion del
CD82 en CPCs primarias y secundarias, la relacion con
los parametros clinicos y la presencia o ausencia de mi-
crometastasis en la médula 6sea en pacientes con can-
cer prostatico.
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® OBJETIVO

Determinar la expresion de CD82, un inhibidor de me-
tastasis, en las células prostaticas en la circulacion san-
guinea antes y después del tratamiento definitivo, la
asociacion con los parametros clinicos y la presencia de
micrometastasis 6sea.

® MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron prospectivamente todos los pacientes
con diagnostico de CaP atendidos entre enero de 2006
y agosto de 2008 en un Centro Oncolégico de la Ciudad
de Santiago de Chile. Para cada paciente se registraron
los siguientes datos; edad, APE sérico total al momento
de la toma de muestra, etapa clinica, indice de Gleason
y fecha del diagnostico.

Luego de obtener un consentimiento informado por
escrito, se extrajo una muestra de 4 mL de sangre ve-
nosa de la vena cubital, utilizando una aguja de 21G
y un tubo con EDTA como anticoagulante (Beckinson-
Vacutainer®).

Fue tomada una biopsia de médula 6sea de la cresta
iliaca posterior superior y se prepararon tres improntas.

Separacioén de las células mononucleares: estas cé-
lulas se separaron mediante centrifugacion diferencial
con Histopaque 1,077® (Sigma-Aldrich), segun las ins-
trucciones del fabricante. Del sobrenadante obtenido se
utilizaron 25 pL para preparar cada frotis (porta-objetos
sialinzado-DAKO, EEUU). Los frotis fueron secados con
aire por 24 horas y luego fijados con solucion a 70% de
etanol, a 5% de formol y a 25% de solucion salina, tam-
ponado con fosfato (PBS), pH 7.4 por cinco minutos y
lavados en tres ocasiones con PBS.

Inmunocitoquimica: Se utilizaron anticuerpos mono-
clonales contra APE, clon 28A4 (Novocastro Laboratory,
Reino Unido) en una concentracion de 2,5 pg/mL para
detectar células prostaticas. La reaccion se desarrolld
con un sistema de basado en fosfatasa alcalina-antifos-
fatasa alcalina (LSAB2, DAKO, EEUU) con neofuscina
asicomo cromogen y levamisole (DAKO-EEUU), como
inhibidor de fosfatasa alcalina endogéno, segun las ins-
trucciones del fabricante.

Las muestras positivas para APE tuvieron una se-
gunda etapa de procesamiento para la deteccion de
CD82 clon 5B5 (Novocastro Laboratory, Reino Unido),
con una dilucion de 1:50. Luego de una incubacion con
inhibidor de peroxidasa (DAKO, EEUU), se desarro-
116 la reaccion con un sistema basado en peroxidasa
(LSAB2, DAKO, EEUU) con Vector VIP (Laboratory Vec-
tor, EEUU) como cromogen, segun las instrucciones
del fabricante.

Los criterios de ISHAGE de 1999 fueron utilizados
para definir una CPC.'? La expresion del CD82 fue clasi-
ficada segun una escala semicuantificativa:
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0 = sin expresion

1+ = parte de la membrana expresa CD82

2+ =toda la membrana expresa CD82 en forma débil
3+ =toda la membrana expresa CD82 fuertemente

Los pacientes se clasificaron segun el porcentaje de
células APE positivas que expresaron CD82: con >10% cé-
lulas con CD82, 2+; mas, 3+ como positiva. Una micro-
metastasis fue definida como fragmentos de la médula
Osea positiva para células expresando APE.

Andlisis estadistico: Se utilizaron técnicas estadis-
ticas descriptivas para las variables demograficas, la
prueba ¢ de Student para las diferencias entre edad y
APE y la prueba de X? para las diferencias en la frecuen-
cia de células positivas entre los diferentes subgrupos.
Se consider6 un error alfa de 0.05, un error beta de 0.20
y p <0.05 como significativo. El analisis se realiz6 con el
programa Epi Info® para Windows 98°.

Consideraciones éticas: El estudio fue desarrollado
en conformidad de los principios de la declaracion de
Helsinsky y conté con la aprobacion del Comité de Etica
local.

® RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio a 105 varones portadores de
cancer prostatico: con diagnostico reciente 30 y en eta-
pa de seguimiento a 75. Su edad promedio fue de 71.3
anos + 8.4 anos, con rango 47 a 94. El nivel promedio
del APE sérico en los 30 pacientes previo al tratamiento,
fue 6.81 ng/mL = 4.45ng/mL y en los 75 casos en se-
guimiento pos-prostatectomia radica,l fue de 0.41 ng/
ml + 0.39 ng/mL. En 64 pacientes (60.4%), se detectaron
CPCs en sangre venosa, con un promedio de 3.86 célu-
las/mL + 3.27 células/mL; rango de 1 a 15 células/mL.

1. Deteccion de CPCs:

Segun la etapa: Existio una correlacion entre la presen-
cia de CPCs y la etapa clinica de la enfermedad; 46.9%
(23/49) de los pacientes en etapa dos, presentaron
CPCs; de los etapa tres 64% (34/50) y de los pacientes en
etapa cuatro, 100% (7/7) .

Existid una diferencia significativa en la frecuencia
de deteccion de CPCs entre los pacientes de las etapas
dos ytres (p <0.03, X? de dos colas), y entre los pacientes
en etapas dos y cuatro (p <0.01; Fisher de dos colas).

No existi6 una diferencia significativa entre los pa-
cientes en etapa tres y lo que correspondieron a etapa
cuatro (p = 0.17, Fisher de dos colas), (Tabla 1).

Al comparar la frecuencia de deteccion de CPCs
pre y postratamiento, existieron diferencias significati-
vas. En los pacientes en etapa dos, la frecuencia pre-
tratamiento disminuy6 de 13/18 (72.2%) a 10/30 (33%);
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Tabla 1. Frecuencia de CPCs, segun la etapa, total, pre y
postratamiento..

. Tabla 2. Frecuencia de CPCs segun el indice de Gleason.

Etapa dos 21/49 (42.8%) | 12/19 (63.2%) | 9/30 (30.0%)
Etapa tres 34/50 (68.0%) | 9/11 (90%) | 25/39 (61.5%)
Etapa cuatro 7/7 (100%) 0 7/7 (100%)

Etapa dos vs Etapa tres; p = 0.003 (X? de dos colas)

postratamiento (p <0.01, X? de dos colas). No existio una
diferencia semejante en los pacientes en etapa dos y
tres: 9/10 (90%) y 24/39 (61.5%); (p =0.13, Fisher de dos
colas). Al comparar la frecuencia pre-tratamiento, no se
evidencio diferencia significativa entre los pacientes en
etapa dos y en etapa tres (13/18 vs 9/10, respectiva-
mente; p = 0.38, Fisher de dos colas). En contraste con
lo anterior, en la frecuencia postratamiento si tubo dife-
rencias significativas entre las etapas dos y tres: 10/30
(33%) vs 24/39 (61.5%), respectivamente (p <0.038, X2,
dos colas). No se evidencié una asociacion estadistica-
mente significativa entre la frecuencia de deteccion de
CPCs y el indice de Gleason total o entre pre y postrata-
miento (Tabla 2).

2. Inmunomarcacion con CD82:

Segun etapa: la deteccion de CPCs positivas para el
CD82, fue mas frecuente en pacientes en etapa dos que
en la etapa tres (p <0.005, Fisher de dos colas); no hubo
diferencia significativa en comparacion con la etapa
cuatro (Tabla 3).

Segun el indice de Gleason: la expresion del CD82
en las CPCs, tuvo una relaciéon inversa con el indice
de Gleason; CPCs detectadas en pacientes con indice de
Gleason de = 7 fueron negativas para el CD82. El valor
promedio de la expresion de CD82 disminuye signifi-
cativamente con el aumento en el indice de Gleason
(Tabla 4).

Asociacion con la presencia de micrometastasis
Oseas: de los pacientes con CPC positivas, la presen-
cia de CPCs CD82 fue asociada con un menor frecuencia
de micrometastasis (p <0.005 X?, de dos colas), 5/17 vs
36/53, respectivamente (Tabla 5).

¥ DISCUSION

El presente estudio es el primero que logra demostrar
que las CPCs expresan CD82 y la relacion entre su ex-
presion, el indice de Gleason asi como con la etapa cli-
nica; semejante a lo informado por otros estudios que

Gleason 4 8/12 (66%) | 6/7 85.7%) | 2/5(40.0%)
Gleason5 | 18/29 (62%) | 6/8 (75.0%) | 12/21(57.1%)
Gleason 6 | 22/37 (59.5%) | 8/10(80%) | 14/27 (51.9%)
Gleason7 | 10/21 (47.6%) | 2/3(66.0% | 8/18 (44.4%)
Gleason 8/9 | 5/6 (83.3%) 5/6 (83.3%)

. Tabla 3. La expresion del CD82 en varones CPC positiva
(n=62).

4 8/8 1.83 +0.63
B 9/18 0.72 +0.57
6 1/22 0.20+0.19
7 0/11 0.04 £0.14
8+9 0/3 0

. Tabla 4. La expresion de CD82 y la etapa clinica.

Dos 9/21 (42.9%)
Tres 5/34 (14.7%)*
Cuatro 3/7 (42.9%)

Total 18/62 (29.0%)

*Etapa dos vs Etapa tres; p <0.005, dos colas (Fisher)

Tabla 5. La frecuencia de CPCs; CD82 positivas, con la
presencia de micrometastasis.

CPC, CD82 (+) 5 12 17

CPC, CD82 (-) 36 17 53

Total 41 29 70
p <0.005, X

detectaron este marcador en células de tejido prostatico
obtenido de prostatectomias radicales.'*!!

Nuestros resultados sugieren que la expresion
del CD82 no es suficiente por si misma para inhibir
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Expresién CD82 Expresion protéica CD82

y el Indice de Gleason

Gleason 4 vs 5: p <0.002
Gleason 4 vs 6: p <0.00001
Gleason 4 vs 7: p <0.00001
Gleason 4 vs 8 + 9: p <0.00001
Gleason 5 vs 6: p < 0.0001
Gleason 5 vs 7: p <0.001
Gleason 5 vs 8 + 9: p <0.006
Gleason 6 vs 7: NS

Gleason 6 vs 8 + 9: NS

Gleason 4 vs 5 p <0.025
Gleason 4 vs 6: p <0.00001
Gleason 4 vs 7: p <0.00001
Gleason 5 vs 6: p < 0.001
Gleason 5 vs 7: p <0.005
Gleason 6 vs 7: NS

la diseminacion de las CPCs del tumor primario o
desde los microfocos en tejidos distantes. La asocia-
cion negativa con la presencia de las micrometasta-
sis Oseas, sugiere que el CD82 funciona para inhibir
la implantacion 6sea. Como consecuencia, postula-
mos que las CPCs CD82 positivas, detectadas des-
pués de la terapia radical, manifiestan una recidiva
local y podrian ser tratados con terapia complemen-
tarfa local, a diferencia las CPCs CD82 negativas que
puede originarse de una recidiva local o sistémica y
que necesitara una terapia sistémica.

Proponemos que la presencia de CPCs implica un
riesgo mayor de desarrollar micrometastasis. La co-ex-
presion del CD82 se asocia con tumores de bajo grado,
un riesgo disminuido del desarrollo de micrometastasis
Oseas y en pacientes con una recidiva bioquimica aso-
ciada con una recidiva local. La deteccion de las CPCs
y la subclasificacion con el CD82, podrian llegar a ser
una herramienta util en el seguimiento de pacientes con
cancer de prostata para determinar la necesidad de te-
rapia complementaria y de qué tipo.
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