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Resumen.- OBJETIVO: la manipulacién quirdrgica del
cancer fiene la potencialidad de aumentar la disemina-
cién de células cancerosas al torrente sanguineo y con
esto el riesgo de metdstasis. Presentamos el efecto de la
biopsia prostdtica en la diseminaciéon de estas células
asf como sus caracteristicas fenofipicas.

METODOS: Se incluyeron cincuenta hombres que fue-
ron sometidos a una biopsia prostatica trans rectal como
sospecha de cdancer de préstata en nuestro estudio. Se
recolectaron muestras sanguineas inmediatamente antes
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de la biopsia, una hora y 24 horas posterior a la misma,
para deteccién de células prostaticas en sangre (CPC)
asf como para deferminar sus caracteristicas fenotipicas
utilizando inmunocitoquimica estdndar con anti PSA 'y
luego caracterizarlas utilizando anti P504S y anti matriz

de metaloproteinasa 2 (MMP-2).

RESULTADOS: Catorce hombres (28%) tuvieron céncer
de préstata en la biopsia, 13 de estos fueron P504S +
y MMP-2 + previo a la biopsia. Una hora posterior a la
biopsia existié una mezcla de P504S + y P504S - asi
como de MMP2 + y MMP2 - en pacientes con biop-
sia positiva para cancer, niveles que se igualaron a los
pre biopsia luego de 24 horas. En pacientes negativos
para cancer, se defectaron células circulantes P504S -y
MMP-2 -, algunas de ellas se mantuvieron por mas de

24 horas.

CONCILUSIONES: la biopsia prostdtica puede causar
diseminacién de células prostdticas malignas y benig-
nas a la circulacion vy la mayoria son eliminadas den-
fro de las primeras 24 horas. No existié conversidn de
pacientes con cancer de CPCs negativos a positivos lo
que sugiere que la capacidad inherente de las células
prostdticas de diseminar es mas importante que el efec-
fo de la biopsia prostatica

Palabras clave: Biopsia prostatica. Cancer de
préstata. Diseminacion de células tumorales. Células
prosidticas circulantes.



N. P Murray, E. Reyes, N. Orellana, et al.

Summary.- OBJECTIVES: Surgical manipulation of
cancer has been shown fo increase blood borne cancer
cell dissemination and increase the risk of metastasis,
we present the effect of prostate biopsy on prostate
call dissemination and the phenotypic characteristics of
these cells.

METHODS: 50 men undergoing initial prostate biopsy for
suspicion of prostate cancer were studied. Blood samples
were faken immediately before and 1 and 24 hours after
biopsy for circulating prostate cell (CPC) defermination
and phenolypic characterization. CPCs were defected
and enumerated using standard immuncytochemisiry
using anti-PSA and then characterized using anti-P504S
and anti-matrix metalloproteinase-2 (MMP-2).

RESULTS: 14 (28%) men had cancer detected on biopsy,
13/14 had P504S (+) and MMP-2 (+] cells detected
prior fo biopsy, affer one hour there were a mixture of
P504S (+) and P504S () cells detected, as well as
MMP-2 (+) and MMP-2 [-] cells detected, after 24 hours
the same 13/14 men remained positive, although
the number of CPCs increased 1 hour affer biopsy the
numbers decreased fo pre-biopsy levels after 24 hours.
In cancer negative men, P504S (-] and MMP-2 (] cells
were defected, some of these cells persisted 24 hours
after biopsy.

CONCLUSIONS: Prostate biopsy causes dissemination
of prostate cells, malignant and benign info the
circulation, the majority are cleared within 24 hours.
There was no conversion of a negative to a positive
result in men with cancer, this suggests that the inherent
capacity of malignant CPCs fo disseminate is more
important than the effect of dissemination caused by
prostate biopsy.

Keywords: Prostate biopsy. Prostate cancer.
Tumor cell dissemination. Circulating prostate cells.

INTRODUCCION

La biopsia prostética es el estandar de oro
para el diagnéstico definitivo de cancer de préstata
en pacientes con un PSA anormal o un tacto rectal al-
terado. Sin embargo, la potencial significancia clini-
ca de la introduccién iatrogénica de células prostati-
cas dentro del torrente sanguineo como resultado del
procedimiento es desconocida. Si bien el aumento
del PSA posterior al procedimiento se encuentra do-
cumentado, el paso de células prostaticas al torrente
sanguineo no se encuentra bien definido. El PSA pue-
de aumentar en hasta 50 veces posterior a la biopsia
prostdtica y su disminucién no sigue su vida media de

2 a 3 dias (1). La deteccién citolégica de las células
prostaticas posterior a un masaje prostatico vigoroso
o una reseccién trans uretral de prostata (RTU-P) ha
sido reportada utilizando reaccién de polimerasa en

cadena reversa (RT-PCR) (2, 3).

Estas células podrian tener el poder potencial
de causar futuras metéstasis, sin embargo el proceso
de metéstasis es bastante ineficiente. Experimentos
en tumores sélidos en animales sugieren que sélo el
0,01% de las células tumorales circulantes eventual-
mente pueden crear una metdstasis (4, 5). Sélo una
pequefia porcién de estas células pueden tener la
capacidad de sobrevivir en la circulacién y eventual-
mente adherirse al endotelio de la médula 6seq, el
principal sitio de metdstasis del cdncer de préstata.

El objetivo de este estudio es determinar utili-
zando inmunocitoquimica estdndar la potencialidad
la biopsia trans-rectal de préstata de diseminar cé-
lulas prostéticas a la sangre y determinar sus carac-
teristicas fenotipicas utilizando dos biomarcadores.
Primero el P504S que si bien no es préstata especi-
fico (6), ha facilitado la diferenciacién entre tejido
normal, displastico y maligno en tejido prostético. Las
células normales o benignas no expresan P504S al
contrario de las células con algin tipo de displasia o
cancerosas (7). Aunque adn no se encuentra cientifi-
camente probado, se podria asumir que las células
con PIN no tienen la capacidad de migrar al torrente
sanguineo, lo que implicaria que células prostaticas
circulantes que expresen P504S son malignas. Por lo
anterior deberiamos ser capaces por este medio de
determinar si las células diseminadas por una biopsia
prostatica al torrente sanguineo son malignas o no.

Como segundo marcador utilizamos la meta-
loproteinasa de matriz 2 (MMP-2), una endopeptida-
sa capaz de degradar la matriz extracelular. Se pos-
tula que tiene un importante rol en el desarrollo de
metéstasis y la liberacién de factores de crecimiento
(8, 9). La MMP-2 es una gelatinasa y su expresion
aumenta en el cancer de préstata (10-12). Existe una
asociacion entre la expresion de MMP-2 en el tumor
primario y el puntaje de Gleason pudiendo actuar
como un factor pronéstico por si solo (12, 13). Se
ha demostrado que las MMP-2 tienen un rol en la
liberacién de factores de crecimiento que aumentan
el crecimiento tumoral y su agresividad (14-16). Las
células prostéticas circulantes expresan MMP-2, sin
embargo, al detectar células prostéticas circulantes
posteriores a una biopsia prostatica podriamos de-
tectar células MMP-2 negativas que bajo condiciones
normales no podriamos detectar, lo que sugiere que
las células que no tienen MMP-2 no tendrian las en-
zimas necesarias para pasar atreves del endotelio
capilar hacia la circulacién.
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PACIENTES Y METODO

El estudio fue realizado entre octubre del
2011 y junio del 2012 en el Hospital de Carabine-
ros de Chile [HOSCAR) y el Hospital de la Direccién
de Prevision de Carabineros de Chile (DIPRECA). La
inmunocitoquimica fue realizada en el instituto de
Bio-Oncologia, Santiago, Chile. El protocolo de es-
tudio asi como el consentimiento informado fueron
aprobados por el comité de ética de los tres centros.

Cincuenta pacientes consecutivos de edades
entre 45 y 80 afios sin historia previa de cancer de
préstata o biopsia prostatica (BP) que cumplian con
los criterios para la realizacién de una biopsia pros-
tatica trans rectal eco guiada de 12 muestras fueron
invitados a participar en el estudio. Los criterios de
la biopsia fueron un PSA = 4.0ng/ml, aumento de
PSA anual = 0,75ng/ml y/o un tacto rectal alterado
sospechoso de céncer de préstata, definido como la
pre-sencia de nédulos, induraciones o asimetria en
el tamafio de los I6bulos prostaticos (17). Se realizé
una BP guiada por ultraso-nido de 12 muestras de
acuerdo a las recomendaciones estandar (18).

Inmediatamente antes de la BP se tomé una
muestra de 8ml de sangre venosa en un tubo que
contiene EDTA como anticoagulante (Beckinson-Vacu-
tainer), dos muestras mas fueron tomadas una hora
posterior y 24 horas posterior al procedimiento. Las
muestras fueron mantenidas a 4°C y procesadas den-
tro de 48 horas. La biopsia prostatica y la deteccién
de las CPCs fueron analizadas de manera indepen-
diente, siendo los evaluadores ciegos al resultado del
otro test.

Deteccién de CPCs

Se obtuvieron células mono-nucleares median-
te centrifugacién diferencial utilizando Histopaque

Figura TA. CPC PSA (+) [rojo) P504S (+) Distribucion

circunferencial (café).

1,077 (Sigma Aldrich), lavadas y re-suspendidas en
100ul de plasma autolégo. Alicuotas de 25ul fueron
utilizadas para realizar los preparados (sialinizados
DAKO; USA), secados en aire por 24 horas vy fijados
en una solucién de 70% de etanol, 5% formaldehido y

25% de fosfato en buffer salino pH 7,4.

Las CPCs fueron detectadas utilizando an-
ticuerpos monoclonales anti PSA, clon 2894 (Novo-
castro Laboratory, UK) e identificadas utilizando la
reaccién basada en fosfatasa anti alcalina (LSAB2,
DAKO,USA) con nueva fucsina como cromogen. Las
muestras positivas fueron sometidas a un segundo
proceso con anti-P504S clon 13H4( DAKO, USA) e
identificadas con un sistema basado en peroxidasa
(LSAB2, DAKO, USA) con DAB (3,3 diaminobenzidi-
na tetrahidrocloridro) como cromogen, de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Luego con anti MMP-
2 1B4 (Novocastro, UK) e identificadas utilizando el
sistema anti-peroxidasa descrito previamente.

Se definié una CPC de acuerdo a los crite-
rios de ISHAGE (International Society of Hemathe-
rapy And Genetic Engineering) (19) y la expresién
de P504S de acuerdo al consenso de la Asociacién
Americana de Patélogos (20). Una CPC maligna se
definié6 como aquella que expresaba PSA y P504S,
una célula benigna puede expresar PSA pero no
P504S y un leucocito puede expresar P504S pero no
PSA (Figura 1 AC). Los pacientes fueron agrupados
como 0%, 10-50%, 51-99% y 100% de co- expre-
sién de P504S. El criterio para definir una célula que
expresa MMP-2 fue el de Trudel et al (13) con un por-
centaje de positividad para la co-expresion de PSA 'y
MMP-2 agrupados de 0%, 1-9%, 10-50%, 51-99%.
100% (Figuras 1 D-E).

Un test fue considerado positivo cuando al
menos una célula tefida por PSA era detectada en la
muestra.

Figura 1B. CPC PSA (+) (Rojo) P504S (+) Distribucién

apical [cafe).
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Figura 1C. CPC PSA (+] (rojo) P504S (7).

Figura 1D. CPC PSA [+ (rojo] MMP-2 (+) (cafe).

Figura T1E. CPC PSA (+] (rojo] MMP-2 [-).

Los resultados fueron analizados en base al
resultado de la biopsia prostatica dividiendo a los
pacientes en aquellos con y aquellos sin céncer de
prostata.

Consideraciones Eticas

El estudio fue realizado en completo acuer-
do con los principios de la declaracién de Helsinki y
aprobados por los comité de ética locales.

RESULTADOS

Cincuenta hombres participaron en el estu-
dio, con un promedio de edad de 65 +8,9 afios, una
media de PSA en suero de 5,17ng/ml (IQGR 4,31-
7,36 ng/ml). Catorce hombres (28%) tuvieron una
biopsia prostdtica positiva.

a) Hombres con una biopsia positiva para cancer

La Tabla | muestra el resultado de la deter-
minacién de CPCs en hombres con céncer de pros-
tata y sus caracteristicas fenotipicas. 13/14 tuvieron
CPC primarias defectadas inmediatamente antes de
la realizacién de la biopsia. El Gnico paciente nega-
tivo tuvo un puntaje de Gleason 4 que comprometia
menos del 5% de una de las 12 muestras. Todas las
CPCs detectadas expresaban P504S y MMP-2. Una
hora posterior a la biopsia, existié una mezcla de
CPCs, algunas expresaban P504S y otras no, lo mis-
mo ocurrié con la expresién de MMP-2. Veinticuatro
horas posterior a la biopsia, el paciente con cancer
de préstata Gleason 4 fue negativo para CPCs, sin
embargo existié un paciente que tuvo células P504S
negativas persistentes y dos MMP-2 negativas persis-
tentes.

b) Hombres con una biopsia negativa para céncer

La Tabla Il muestra los resultados de la deter-
minacién de CPCs en hombres sin cancer de préstata
y sus caracteristicas fenotipicas.

Dos hombres tuvieron CPCs detectadas pre-
vio a la realizacién de la biopsia, estos fueron P504S
negativos y con baja expresién de MMP-2. Una hora
post biopsia, 3 hombres se convirtieron de negativos
a positivos para CPCs pero todos fueron P504S ne-
gativos y MMP-2 expresada de forma baja. A las 24
horas posteriores a la biopsia, el nimero de hombres
CPCs positivos disminuyd, y todos fueron P504S ne-
gativos y baja expresion de MMP-2.

La Tabla Il muestra el nimero de CPCs detec-
tadas por cada 8 ml de sangre en pacientes positivos
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Tabla I. Expresion de P504S y MMP-2 en CPC en hombres con cancer de préstata.

N=14 Pre-biopsia

% CPC (+) 13/14
% P504S (+)

100% 13
5199% 0
10-50% 0
1-9% 0
0% 0

% MMP-2 (+)

100% 13
5199% 0
10-50% 0
1-9% 0
0% 0

para CPCs. Una hora posterior a la biopsia, existi6
un aumento significativo en el ntmero de CPCs en pa-
cientes con cdncer. 24 horas posterior a la biopsia,
este nimero tuvo una disminucién significativa hasta
llegar a los niveles pre biopsia. No existieron sufi-
cientes CPC positivos sin biopsia positiva para cén-
cer de préstata para sacar conclusiones, pero com-
parando solo la cantidad de CPCs detectadas una
hora posterior a la biopsia, los hombres con cancer
tuvieron significativamente mayor nimero de CPCs
detectadas que aquellos sin cancer.

DISCUSION

Moreno et al. publicaron en 1992 que en
hombres con cancer de préstata existia una disemi-
nacién temprana de las células prostaticas cancerige-
nas primero a las bandeletas neuro-vasculares y lue-
go al torrente sanguineo, y que estas células podian
ser detectadas utilizando RT-PCR (21). Este mismo
grupo publicé en 1997 que una hora posterior a la
biopsia prostatica células positivas para PSA mARN
podian ser defectadas en pacientes con o sin cancer
de préstata hasta en un 10% de los individuos(3).
Ellos concluyeron que la manipulacién quirirgica de
la préstata en la biopsia prostatica trans rectal puede
causar liberacién de células prostaticas a la circu-

1 hora post bipsia 24 horas post biopsia

14/14 13/14
0 12
14 1
0 0
0 0
0 0
1 11
13 2
0 0
0 0
0 0

lacién. El uso de RT-PCR era incapaz de distinguir
entre células malignas y benignas, sin embargo, el
hecho de que en hombres sin evidencia de céncer de
préstata podian tener células detectadas en sangre
sugiere estas células eran benignas.

En estudios similares utilizando RT-PCR, se ha
reportado la presencia de células epiteliales circulan-
fes en sangre positivas para citoqueratina en el 39%
de las pacientes operadas de patologia mamaria be-
nigna tras el procedimiento (22), lo que implica que
la manipulacién quirdrgica causa diseminacién de
células a la circulacion sanguinea.

Nuestros resultados sugieren que hombres
con biopsia prostatica con resultado negativo para
cancer también pueden tener células prostaticas cir-
culantes antes de la manipulacién quirdrgica, estas
células fueron P504S negativas y por lo tanto benig-
nas. Es aceptado que solo las células malignas tienen
la habilidad de diseminar y migrar a la circulacién
(23), sin embargo nuestros resultados y aquellos pu-
blicados por Pantel et al. (24) sugieren que en en-
fermedades benignas inflamatorias, células pueden
escapard a la circulacién sanguinea. Estos hallazgos
son consistentes con el hecho que citoquinas inflama-
torias pueden estimular la migracién epitelial (25).
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Tabla Il Expresién de P504S y MMP-2 en CPCs de hombres sin céncer de préstata.

N=36 Pre-biopsia
% CPC 2/36
P504S (+)
100%
51-99%
10-50%
1-9%
0%

N O O O O

MMP-2 (+)
100%
51.99%
10-50%
19%

0%

SO N O O O

Una hora posterior a la biopsia, 5 de 16
(14%) de los hombres con una biopsia negativa para
céncer fenian células PSA positivas en el torrente
sanguineos detectadas por inmunocitoquimica, estas
células fueron P504S negativas, por lo tanto benig-
nas con una baja expresion de MMP-2 y a las 24
horas se habian eliminado en 2 de 5 pacientes. Esto
sugiere que células prostaticas benignas pueden ser
movilizadas por la manipulacién quirirgica y es con-
sistente con ofros reportes de liberacién de células
intra operatorias (26, 27). Estas células pueden ser
encontradas en la circulacién en intervalos de has-
ta 18 dias en los pacientes operados de céncer de
mama (27).

1 hora post bipsia 24 horas post biopsia

5/36 3/36
0 0
0 0
0 0
1 0
4 3
0 0
0 0
0 0
2 2
3 1

En pacientes con una biopsia positiva para
cancer, la frecuencia de pacientes positivos para
CPCs malignas (PSA + P504S+) antes de la biopsia
es alta tal como ha sido reportado previamente (28).
Sin embargo, como resultado de la biopsia el nimero
de células circulantes por ml aumenta y existe una
mezcla fenotipica de células, tanto P504S positivo
como negativos, lo que confirma que la biopsia tras-
lada células a la circulacién, tanto benignas como
malignas. Luego de 24 horas en la mayoria de los
pacientes las células benignas han sido eliminadas
dejando solo las malignas, acercandose a los resulta-
dos pre biopsia.

Tabla [ll. Numero de CPCs detectadas por ml de sangre en pacientes positivos para CPCs.

Pre-biopsia

Benign N= 2
Median N° cells/8ml blood (IQR) 2 (22)
Cancer N= 13
Median N° cells/8ml blood (IQR) 4 (26)b

1 hora post bipsia  24hr post biopsy
5 3
4 (2-4)° 2 (12) 495<0,002
14 13
8 (8-16)0< 6 (4-8)b¢ 290=0.035
bbp=0.72

cp=0.015
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Las células malignas expresan MMP-2 en alta
cantidad lo que les permite entrar y dejar la circula-
cién sanguinea ya sea desde el tumor primario o des-
de un posible sitio de metéstasis. Este es un proceso
dindmico determinado por la cantidad de células que
entran a la circulacién y aquellas destruidas o que
logran invadir sitios a distancia. En contraste con lo
anterior, las CPC benignas tuvieron negativa o muy
poca expresion de MMP-2, esto es consistente con el
hecho que las células prostéticas benignas no tienen
capacidad normal de diseminacién, y solo se pueden
encontrar en la circulacién posterior a una manipula-
cién quirlrgica o en caso de patologias inflamatorias
estimuladas por la produccién de citoquinas.

Se ha sugerido que la manipulacién quirdrgica
puede ser un agravante para la diseminacién tumoral;
en animales, células cancerosas sueltas en la circula-
cién como resultado de una manipulacién quirirgica
se asocian con metdstasis hematogénicas (30). De ma-
nera similar, la diseminacién intra operatoria de células
cancerosas libres durante la reseccion de metdstasis
hepdticas de cancer de colon es un factor predictivo
significativo de recurrencia tumoral intra hepética o ex-
tra hepdtica (31). Sin embargo, en el caso de la biopsia
prostdtica, el alto grado de deteccion de CPCs prima-
rias antes de la biopsia y el hecho que ningdn paciente
se convirtié desde negativo a positivo 24 horas poste-
rior a la biopsia sugiere que la capacidad inherente de
las células cancerosas de diseminar es méas importante
que la diseminacién causada por la biopsia prostética.
Esto implica que el procedimiento de la biopsia no au-
mentaria de forma significativa el riesgo de metéstasis.

Debemos recalcar que nuestro estudio tiene
algunos fallos, el principal es que el nimero de pa-
cientes positivos para cdncer pero negativos para
CPCs fue solo de 1, esto puede ser importante para
determinar si en los tumores de bajo grado y bajo
volumen (los que son CPC negativos), la sola biopsia
puede ser suficiente o no para seroconvertir a esto
pacientes de negativos a positivos 24 o mas horas
posterior a la biopsia. Otros marcadores importantes
tal como el HER-2 que esta asociado a resistencia al
bloqueo androgénico no fueron estudiados, lo que
puede resultar en diferentes supoblaciones de célu-
las cancerosas, que normalmente no son liberadas a
la circulacién puedan ser encontradas posterior a la
realizacién de la biopsia prostatica y alterar el pro-
néstico del paciente. Por lo que seria interesante en
un futuro también estudiar esta posibilidad.

CONCLUSIONES

Concluimos que la manipulacién de la pros-
tata al realizar una biopsia prostatica trans rectal

puede causar liberacién y diseminacién de células
benignas y malignas a la circulacién sanguineq, lo
que puede ser detectado utilizando inmunocitoquimi-
ca estandar. La mayoria de estas células son elimi-
nadas répidamente de la circulaciéon durante la pri-
mera hora post procedimiento, sin embargo, algunas
células benignas pueden circular por periodos mas
largos.

La eliminacién de estas células se deberia al
trauma microvascular que sufren principalmente en la
microvasculatura pulmonar, sin embargo, las células
malignas portadoras de MMP-2 son resistentes a este
trauma y por lo tanto tienen el potencial de producir
micro focos de células malignas en ofros tejidos del
cuerpo.

En nuestra serie, ningdn paciente se convir-
ti6 de positivo a negativo para CPCs posterior a la
biopsia, pero si existié un paciente con un céncer de
préstata de bajo grado que se convirtié de negativo
a positivo una hora post biopsia. Esta conversién post
manipulacién quirirgica puede ser un punto impor-
tante a considerar en futuros estudios.
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