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Resumen:

Objetivos: La relacion entre la obesidad y cancer es controversial, diferentes estudios han dado
diferentes resultados. El proposito del estudio fue determinar la presencia de CPCs en hombres sanos
y sus correlaciones con € indice de masa corporal (IMC). Método: 110 hombres sanos 'y 10 mujeres
participaron, cuya edad promedio fue de 64,2 afios (rango de 42 a 88 afios) y un antigeno prostatico
especifico (APE) promedio de 3,92 ng/mL (0,02-40 ng/mL). Las células mononucleares fueron
separadas en 4 ml por centrifugacion diferencial en sangre venosa, identificadas con anticuerpos
monoclonales contra APE y CD45. Células APE positivas y CD45 negativas fueron identificadas
como prostéticas. Resultados: Un 0% de las mujeres y un 28 % de los hombres tuvieron CPCs
detectadas. Los varones positivos tuvieron un IMC promedio mas elevada (p<0,005), y hubo una
correlacion entre la frecuencia de casos positivos y € IMC (P<0,0005). En hombres con un APE
menor que 10 ng/mL no hubo una correlacién con e IMC. Conclusiones: La incidencia de CPCs
aumenta con el IMC, apoyando la hipétesis que € cancer prostético se asocia con la obesidad. Si los
resultados son confirmados en una poblacion mayor, la deteccion de CPCs sera Util en la
identificacion precoz de pacientes con cancer prostético, especialmente en pacientes con sobrepeso o
obesidad donde el APE ha sido cuestionado.

Palabras claves: cancer prostatico, sobrepeso, obesidad, células tumorales en la circulacion sanguinea.



Abstract

Objective. The association between obesity and prostatic cancer is controversial, different studies
have given conflicting results. The objective of this study was to determine the presence of CPCs in
healthy men and the relation with BMI (Body Mass Index). Method: 110 healthy men and 10 women
took part in the study with an average age of 64.2 years (range 42 to 88 years) and an average PSA of
392 ng/mL (range 0.02-40 ng/mL). The monoruclear cells were separated using differential
centrifugation and identified using monoclonal antibodies against PSA and CD45. Cells PSA positive
and CD45 negative were classified as prostatic. Results: 0% of the women and 28% of men had
CPCs detected. Positive men had an average BMI higher than negative men (P<0,005) there was a
correlation between the frequency of positive cases and the BMI (p<0,0005). In men with a PSA of
less than 10ng/ml there was no correlation with the BMI. Conclusions: The incidence of CPCs
increases with BMI, supporting the hypothesis that prostatic cancer is associated with obesity. If the
results are confirmed in alarger population, the detection of CPCs would be a powerful tool in early
identification of patients with prostatic cancer, especially in overweight or obese men where the PSA
has been questioned.

Key words: prostatic cancer, obesity, overweight, circulating tumour cells.



Introduccién:

Los hébitos de vida poco saudables de la sociedad occidental han condicionado un ambiente
favorable para que individuos genéticamente susceptibles desarrollen obesidad. Los cambios socio-
econdmicos experimentados en Chile durante los dltimos 30 afios han producido, como
consecuencia, cambios profundosy muy importantes en € perfil epidemiolégico de la poblacion
chilena. EI aumento progresivo del consumo de grasa en la dieta, como porcentaje del total de
calorias ingeridas (1), e bagjo consumo de frutas (2), € sedentarismo en aproximadamente 90% de
la poblacion (2,3,4) ha significado que los niveles de obesidad han aumentado en forma
alarmante en Chile. La Encuesta Naciona de Salud 2003 (4) muestra queun 38% de la
poblacion tiene sobrepeso, 22% es obesa, es decir, con unlndice deMasa Corpora (IMC) mayor
de30 y 1,3% tiene obesidad mérbida, o que entotal suma 61,3%.

Aungue la tasa de mortalidad general y de mortalidad por enfermedades cardiovasculares y cancer
han disminuido, las enfermedades asociadas con ladieta han aumentado progresivamente (1).

Estas enfermedades incluyen la diabetes, d cancer de mama, de prostata y de vesicula.

El cancer prostatico es la segunda causa de muerte por neoplasia en la poblaciéon masculina
chilena y con la transicion demogréfica experimentada en nuestro pais la mortalidad y morbilidad
causada por este cancer aumentardn. La asociacion entre la obesidad y e cancer prostético es
controversial; el IMC no afecta el valor del antigeno prostatico especifico (APE) enel suero osu
fraccion libre (5) seglin los resultados de un estudio de varones en Canadd, en contraste una
investigacion Francés mostré que hay una correlacion inversa entre e APE y & IMC (6).
Los hombres obesos tienen un peor prondstico cuando € cancer es detectado, tienen mas
posibilidades de una etapa més avanzada, un céncer de ato grado, un aumentoen el riesgo de
una recaida y mayor mortalidad, independiente de tumores 6rgano confinado o margenes de
reseccion libres de tumor (7 - 11). En contraste el uso del APE para la deteccidn de cancer prostatico
es mas frecuente en hombres obesos y en hombres més jévenes (12), posiblemente por su
interaccion con la comunidad médica més frecuente. Hay un nimero de mecanismos posibles
para explicar porque la obesidad podria promover € desarrollar del cancer o causar una

mortalidad elevada, incluyendo niveles de testosterona disminuidos, niveles de estrégenos elevadas,



aumento en & nivel de factor de crecimiento insulina tipo 1, aumento en los niveles de leptinay
disminucion en los niveles de adiponectin (9). Ademés por razones técnicas hay una disminucién en
la sensibilidad de deteccion de cancer como consecuencia del tamafio (10), y cuarto hay a diferencia

entre varones menores de 70 afios y ellos mayores de 70 afios (6).

Recientemente hemos descrito un nuevo método para la deteccion de cancer prostatico (13),
complementario a APE (sérico) y basada en la deteccion de células prostéticas en la circulacion
sanguinea (CPCs) utilizando anticuerpos monaoclonales para identificar las células prostéticas entre €
componente de células mono-nucleares. Hay una asociacion entre la presencia de las CPCs y la
edad, € APE sé&ricoy una biopsia prostética positiva para cancer. A diferencia del examen de APE
no hay un punto de corte para recomendar una biopsia prostética, permitiendo la deteccion de

canceres en varonescon un APE normal.

Presentamos un estudio prospectivo de todos los varones enviados por su médico tratante por
el nuevo examen, comparando la presenciade CPCs detectados usando anticuerpos monoclonales con
el IMC en hombres sanos (sin evidencia o historia de cancer prostético), para tratar de clarificar

algunas de las controversias mencionadas anteriormente.

Pacientes y Método:

Se incluyeron todos los hombres sanos mayores de 50 afios y mayores de 40 afios que tuvieron un
pariente con cancer prostatico (CaP) atendidos en un Centro Médico y enviados para un APE sérico
entre enero de 2006 y mayo de 2006. Los criterios deexclusién fueron, 1) tombres conCaP
con o sin tratamiento, sin autorizacion por escrito. Los criterios de inclusién fueron, hombres sin
evidencia o historia de cancer prostatico, sin 0 con reseccion prostatica por hiperplasia benigna,
autorizacion por escrito, mayores de 50 afios sin historia familiar de CaP o mayores de 40 afios con
historia familiar de CaP, ademés 10 muijeres participaron como controles.



Para cada paciente se registraron los siguientes datos; edad, APE sérico total, operacion prostética
previa, diagnostico, peso y tala. Después de una autorizacion por escrito una muestra de 4 mL de
sangre venosa fue obtenida de la vena cubital usando un aguja de 21G y colectada en un tubo con
EDTA (Beckinson-Vacutainer®).

a) separacion de las células mono-nucleares:

4 mL de sangre venosa fueron extendidos en 4 mL de Histopaque 1.077® (Sigma-Aldrich) a
temperatura ambiente y centrifugada a 400 g durante 30 minutos. Después de la centrifugacion la

capa superior hasta5 mm de la zona opaca fue aspirada ydesechada. La zona opaca fue transferida a
un tubo limpio y 8 mL de solucién salina tamponada con fosfato pH 7,4 (PBS). Fue afiadida y

mezclada por aspiracion suave.

Fue centrifugado a 250 g durante 10 minutos y €l centrifugado de las c8ulas formada fue lavado con
PBS 2 veces més y findmente re-suspendido en 100F | de plasma autélogo. 25F | de la suspension

fue usado para preparar cada frotis (porta-objetos sialinizado-DAKO, EEUU). Los frotis fueron
secados en aire y fijados en una solucién de 70 % etanol, 5% de formol y 25% de PBS por 5
minutos. Finalmente fueron lavados con PBS.

b) inmunocitoquimica:

Se utilizaron anticuerpos monoclonales contra el APE, clon 28A4 (Novocastro Laboratory, Reino

Unido) en una concentracion de 2,5F g/mL para detectar células prostéticas. La reaccion se desarroll6
con un sistema de deteccion basada en fosfatasa alcalina antifosfatasa alcalina (Histostain LAB-SA,
Zymed, EEUU) con rojo rdpido como cromégeno (segln las instrucciones del fabricante). La
identificacion de células positivas fue seglin los criterios de ISHAGE de 1994 y 1999 (14,15). Para
permitir la identificacion rapida de células positivas no hubo una contra-tincion con hematoxilina

de Mayer.

Muestras positivas para APE tuvieron unasegunda etapa de procesamiento para la deteccion
de CD45 (antigeno pant leucocito) clon 2B11+ PD7/26 (DAKO, EEUU). No hubo unaetapa
de recuperacion de antigeno después de consultar con DAKO para prevenir la destruccion del
extendido. La reaccion se desarrollé con un sistema de deteccién basada en peroxidasa (DAKO,
EEUU) con DAB como crombgeno.



La definicién de una CPC fue basada en los siguientes criterios, la presencia de un nicleo, expresion

de APE, negativapara CD45 y la morfologia de lacélula.

¢) Andlisis estadistico:

Se usaron las estadisticas descriptivas para las variables demogréficas, la prueba de T para la
comparacion de promedios, la prueba de Chi-cuadrado y de Fisher para las diferencias en las
frecuencias de células positivas entre los diferentes subgrupos de pacientes. Se consideré un error
afade 0,05, un error beta de 0,20 y p<0,05 como significativo. El programa Epilnfo para Windows

98 fue usado, todas las pruebas fueron de dos colas.

d) Consideraciones éticas. e estudio estuvo dirigido en completa conformidad de los
principios dela declaracion de Helsinki (como las modificaciones de Tokio, Venecia y Hong
Kong) y e grupo de trabgjo ministerial ad hoc (Departamento de Programas de las Personas,
MINSAL).

Resultados:
De 115 sujetos, 110 autorizaron su participacion en €l estudio con una edad promedio de 64,2 (+/-DE
11,59) afios rango de 42 a 88 afios. De los 110 varones, hubo 5 alos que les fdté € IMCy fueron

excluidos del andisis.

1) Distribucién segin € IMC:
De los 105 hombres 56 fueron de peso hormal o de bajo peso (53%), 44 (42%) tuvieron sobrepeso y
5 (5%) obesos.

2) Comparacion entreel IMCy laedad (Tablal):
Utilizando bandas de 10 afios por los diferentes grupos, no hubo diferencias entre e IMC
promedio y la edad.



Tablal: Comparacion entre d IMC y la edad.

<55 afos 55-65 afios 66-75 afios >75 afos
N° pacientes 26 29 31 19
IMC promedio 23,2 kg/m2 25,3 kg/m2 24,4 kg/m2 26,9 kg/m2
Rango IMC 20,5-28,7 18,1-39,2 18,5-28,0 18,6-32,5
Student T NS NS NS

Utilizando la prueba Student T

NS = no significativa.

3) La comparacionentreel IMCy e APE (sérico) (tabla 2):

Los hombres sedividieron en 4 grupos segin e vaor del APE sérico; < 2,0 ng/mL, 2- <4
ng/mL, 4-10 ng/mL y >10 ng/mL, correspondiendo a 2 grupos con un valor norma (<4 ng/mL) vy
2 grupos con un vaor anorma (> 4,0 ng/mL). Los hombres con un APE sérico mayor de 10

ng/mL tuvieron un IMC promedio mayor que loscon un APE normal; los hombres con un

APE en € rango de 410ng/mL (considerado anorma) no tuvieron un IMC promedio
diferente.
Tabla 2: Comparacionentreel APE séricoy € IMC.
APE sérico (ng/mL)
<20 2,00 <40 4-10 >10
N° pacientes 56 18 22 10
IMC promedio | 24,2 kg/m2 24,7 kg/m2 24,5 kg/m2 27,9 kg/m2
rango 18,5-39,2 20,5-31,6 18,6-28,7 25,2-31,6
P= NS NS <0,005

Utilizando la prueba de Student T

NS = no significativa.




4) Comparacion entre e IMC y la presencia de CPCs en la sangre venosa

De los 105 varones 33 (31,4%) fueron positivos para CPCs, €l grupo de hombres positivos
tuvieron un IMC promedio significativamente mayor que e grupo negativo; 27,7 kg/m2 (+-
DE 2,58 rango 21,8-325) contra 23,74 kg/m2 (+- DE 3,15 rango 18,1-39,5) respectivamente
(p< 0,005 prueba de Student T). Los pacientes sedividieronen 3 grupos segin e IMC, =24,9
kg/m2 (norma y bao peso), entre 25 y 29,9 kg/m2 (sobrepeso) y =30 kg/m2 (obeso) y las

frecuencias de pacientes CPC positivos calculado (ver tabla 3).

Tabla3: Frecuencia de pacientes positivos para CPCs segun € IMC.

IMC =24,9 IMC 25-29,9 IMC = 30 Tota
Positivo 7 23 3 3
Negativo 29 21 2 72
Totd 56 (12,5%) a4 (52,2%) 5 (60,0%) 105 (31,4%)
P 0,0005 P<0,05

Utilizando la prueba Chi-cuadrado con 1 grado de libertad.

La frecuencia de pacientes positivos aumentd significativamente con € IMC, pero no hubo una

diferencia entre los grupos con sobrepeso y obesos, probablemente como consecuencia del pequefio
nimero de pacientes obesos.

Discusion:

El examen dd APE s&ico ha revolucionado la deteccion de CaP precoz, pero
porcentgje de biopsias negativas envaronescon un APE elevado como la definicién del
limite menor del APE son temas de preocupacion (16). Actualmente entre un 25-30% de
los casos de céancer prostético son detectados conunvaor s&ico dd APE entre 25 y

4,0 ng/mL, considerado como normal,y la mayoria son clinicamente significativos (17). Como



consecuencia la asociacion entre la obesidad y la presencia de cancer prostético
utilizando e APE sérico como marcador puede ser de baja sensibilidad y/o especificidad y no
demuestra una verdadera relacién entre la obesidad y cancer prostatico. El uo de la

inmunocitoquimica podra evitar la variacion en APE sensibilidad en hombres obesos.

La deteccion de células prostaticas en muestras de sangre por métodos de inmunocitoquimica podria
tener beneficios en e diagnostico molecular y en el prondstico del cancer prostético (18). Aun la
deteccion de CPCs es controversid y su papel en € desarrollo de metastasis no es claro; los
resultados demuestran que puede tener utilidad en el manegjo de cancer prostatico. CPCs son
detectadas en 30% de pacientesen etapa A y 40% en etapaB (19). Hay unacorrelacion entre la
presenciadelas CPCs con los factores de prondstico establecidos, la etapa y € puntge
de Gleason (19). En hombres aparentemente sanos, CPCs fueron detectadas en 28% de los
casos, hubo una asociacion con el APE sérico, laedady probablemente  més importante con
los resultados de la biopsia prostética (13). Por lo tanto, si hay una relacion entre la obesidad y €
cancer prostético el uso de ladeteccion de CPCs puede ser un mejor marcador para investigarla
Hemos demostrado que hay una correlacion entre la presencia de CPCs y d IMC, apoyando €
hipétesis que hay una asociacion entre laobesidad y cancer prostatico. A lainversa no hubo una
relacion entre € IMC y un APE sérico menos que 10 ng/mL. En estos casos no hubo diferencias
entre hombres con un APE considerado como rormal y anormal. En estos varones € uso de la CPC
detectada por inmumocitoquimica serd més Util por € seguimiento de estudios de dieta y/o sobrepeso

y cancer prostatico.

A diferencia del IMC, la frecuencia de CPCs aumenta con laedad y € nivel <rico dd APE, dos
pardmetros que en estudios respectivos y longitudinales han demostrado que € riesgo de cancer

prostatico es dependiente (16).

Los resultados muestran que no hubo una relacion entre el APE (sérico) y el IMC, pero hay
una asociacion entre la presencia de CPCs y e IMC. La hpertrofia benigna de la préstata y
prostatitis causan una elevacion en el nivel del APE sérico pero los pacientes con estas enfermedades

son CPC negativos. A diferencia CPCs se encuentran en pacientes con cancer prostético, por lo



tanto si hay una relacién entre la obesidad o sobrepeso con € desarrollo de cancer prostético,
un examen utilizando la deteccion de CPCs sera mas apropiado. Estos hallazgos merecen
investigaciones adicionales con un mayor nimero de hombres sin evidencia de cancer prostatico
para confirmar los resultados. S se confirma, € examen sera una herramienta Util en d estudio
del efecto de factores como la dieta, las consecuencias de la modificacion de ladieta y/o peso

y € desarrollo de cancer prostético.

Congtituye un examen de bajo costo, puede ser facilmente automatizado, dando resultados visibles y

cuantitativos, no esun examen invasivoy podra ser implementada en un laboratorio de rutina
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