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RESUMO

Poli MCC. Recuperagcdo autéloga de sangue intra-operatéria: validacdo
com marcador tumoral especifico em céncer de prostata. Sdo Paulo; 2007.

[Tese de Doutorado-Fundacdo Anténio Prudente]

INTRODUCAO: Padrdes de metilagdo aberrante em amostras de DNA de
pacientes com cancer sdo marcadores moleculares sensiveis. A hipermetilacdo
na regido promotora de GSTP-1 esta presente em mais de 90% dos pacientes
com céncer de prostata e pode ser avaliada através de técnicas de PCR. A
recuperacdo autéloga intra-operatéria durante cirurgia oncoldgica ndo tem sido
recomendada devido ao risco de células tumorais estarem circulantes neste
sangue. Nosso objetivo é demonstrar que o sangue recuperado de cirurgia
oncolégica pode estar livre de células tumorais apés a utilizacdo de filtros para
remocédo de leucdécitos e irradiagdo, através da hipermetilagdo do promotor de
GSTP-1 como marcador. METODOS: Realizamos recuperacdo autéloga
intraoperatéria em prostatectomia radical sem a reinfusdo do sangue. Somente
0s casos com hipermetilacdo do promotor de GSTP-1 nas amostras de tumor
fresco foram incluidas. Uma amostra de sangue periférico foi colhida na inducéo
anestésica. O sangue recuperado foi colhido ao longo da cirurgia e entao
submetido a lavagem; filtracdo e irradiacdo (25 Gy). As amostras foram
estudadas em cada etapa para detectar a presenca de células de tumor de
préstata contaminantes, através de ensaios qualitativos e de ‘“real time” PCR
metilagcdo especifica. RESULTADOS: Detectamos células de tumor de préstata
no sangue recuperado através da presenca de metilacdo para GSTP-1 nos
ensaios de PCR qualitativos. Apos filtracdo e irradiacdo as analises de “real
time” PCR confirmaram a auséncia de metilacdo, sugerindo a auséncia de
células viaveis. DISCUSSAOQ: Utilizando uma abordagem epigenética no
evidenciamos célula tumoral vidvel ou DNA no sangue recuperado desses
pacientes apos filtracdo e irradiacdo. Esses resultados apontam para a
seguranca da recuperacdo de sangue associando filtracdo e irradiagdo em

cirurgia oncologica.



SUMMARY

Poli MCC. [Intraoperative Autologous Blood Recovery: validation with a
specific tumour marker in prostate cancer]. Sdo Paulo; 2007. [Tese de

Doutorado-Fundagéo Antonio Prudente].

INTRODUCTION: Aberrant DNA methylation patterns provide a powerful
sensitive detection molecular marker to cancer. GSTP-1 hypermethylation is
present in more than 90% of prostate cancer patients and can be measured
by PCR-based techniques. Blood salvage during cancer surgery is limited
due to the potential presence of circulating tumour cells. We aimed to show
that intraoperative salvaged blood can be freed of tumour cells after
leucodepletion filters and irradiation of washed blood using GSTP-1
hypermethylation as a biomarker. METHODS: We performed intraoperative
blood recovery in radical prostatectomy without reinfusion. Only cases with
GSTP-1 hypermethylation in the fresh tumour samples were included. A
peripheral blood sample was collected during anaesthesia induction.
Salvaged blood was collected throughout the surgery and then submitted to
washing, leukoreduction and irradiation. Samples were studied stepwise for
the presence of prostate tumour cell contamination using qualitative and real-
time methylation specific PCR. RESULTS: Prostate tumour cells detected by
positive results for GSTP-1 in washed salvaged blood became negative after
filtration and irradiation in qualitative PCR. It was confirmed by quantitative
assay, thus suggesting the absence of viable cells. DISCUSSION: Using an
epigenetic approach no tumour viable cell or DNA was found in the salvaged
blood of these patients after filtration and irradiation (25Gy). These results
point to the safety of blood salvage with filtration and irradiation in cancer

surgery.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 TRANSFUSAO DE SANGUE

Apesar do rigor no preparo das transfusdes, elas podem causar
inimeros efeitos adversos tais como: transmissdo de doenca infecciosa;
sobrecarga de volume e de ferro; reacdes imunolégicas que se manifestam
como hemolise, anafilaxia e urticaria; entre outras. Além disso, desde 1973 a
observacéo clinica tem nos demonstrado que a transfusdo € responsavel por
efeitos benéficos e maléficos no sistema imune do paciente. Estes efeitos
sdo atribuidos aos leucocitos do doador, como exemplo, pacientes
politransfundidos por doenca renal cronica rejeitam menos 0 rim
transplantado, por outro lado, varios trabalhos tentam relacionar o numero
maior de infeccBes e recorréncia de tumores ao numero de transfusfes
alogénicas recebidas. Segundo VAMVAKAS e BLAJCHMAN (2001) esta
sindrome clinica é conhecida como imunomodulagdo ou TRIM (transfusion
associated immunomodulation).

Estratégias para reduzir a necessidade de transfusdo alogénica
associada a cirurgia eletiva incluem técnicas cirurgicas aprimoradas para
minimizar a perda de sangue; agentes hemostaticos para promover a
coagulacéo (aprotinina, acido aminocaproico e desmopressina); eritropoetina
para estimular a producdo de hemacias; equipamentos que recuperam o0

sangue do campo operatério e retornam para o paciente (“cell saver”);



técnicas de hemodiluicdo durante anestesia e a coleta pré-operatdria de
sangue autdlogo. Estas opcbes diferem em sua eficacia, seguranca,
conveniéncia e custo. GRAHAM et al. (2000), investigadores canadenses do
Estudo Internacional de Transfusdo Peri-operatoria avaliaram estas
tecnologias nos hospitais do Canada (exceto a doacdo de sangue autdloga
pré-operatéria) com o objetivo de estudarem os fatores que influenciam a
sua utilizacdo. Concluiram que a frequéncia do seu uso foi muito baixa, o
gue pode ser interpretado como falta de conhecimento sobre a eficacia
destas estratégias, ao envolvimento de varios profissionais médicos nos
cuidados com o paciente e ao custo. E ainda, existem poucas evidéncias
sobre a eficacia destas tecnologias e parece mais apropriado enfocar
técnicas cirurgicas cuidadosas, evitar o uso indiscriminado de transfuséo e
reservar estas estratégias para pacientes com maior risco de receber muitas
transfusdes ou com dificuldades transfusionais em casos de tipo sanguineo

raro.

1.2 RECUPERACAO AUTOLOGA DE SANGUE INTRA-

OPERATORIA (AUTOTRANSFUSAO OU “CELL SAVER”)

A historia da autotransfusdo data de 1800 quando Blundell, um
médico inglés, experimentou em animais. Embora a técnica tenha sido
utilizada em humanos durante um século, a era moderna comecou em 1960
a partir de dois métodos: o primeiro utilizado por Klebanoff, causou

complicagfes porque o equipamento ndo foi suficiente para remover estroma



de hemacias, hemoglobina livre, restos celulares, gordura e fatores de
coagulacéo ativados. O segundo método introduzido por Wilson e Taswell,
utilizava um “bowl” para separar as hemacias do restante do sangue e lava-
las com solucéo salina (RUGGERI et al. 2000). Este procedimento é ainda
muito utilizado hoje, dispondo de um “bowl!”, bolsas plasticas e de sangue
além de reservatorio com filtro para microagregados. Este circuito
descartavel permite a sua utilizacdo em varios tipos de cirurgias como:
cardiovascular, ortopédica, hepatectomias e politraumatismos, conforme
esquema abaixo (Figura 1).

As processadoras ou “cell saver” utilizadas em nosso hospital em
doadores de figado sdo semelhantes & figura 2 e operam em fluxo
intermitente, através do principio de centrifugacéo, para separar as células
vermelhas do plasma e da camada leucoplaquetéaria coletados, seguido de
lavagem automatica com solucdo salina. Desta forma, as hemécias séo
ressuspensas em salina normal transferidas para bolsa de sangue e
transfundidas com hematécrito entre 50-55% em um volume aproximado de
200 ml, semelhante a um concentrado de heméacias lavado. Este processo
leva 8 a 10 minutos para disponibilizar o sangue para o anestesista durante
a cirurgia.

A recuperacdo intra-operatoria tem vantagens e desvantagens
guando comparada com alternativas para minimizar a exposi¢cdo a sangue
alogénico. Este procedimento ndo possui o risco de efeitos adversos de
medicacdes, como anafilaxia associada a aprotinina, além de ndo apresentar

0 inconveniente do tempo necessario a pré-doacao e o fato da anemia néo



impedir a coleta do sangue. Desvantagens da recuperacao intra-operatéria
incluem as recomendacdes para nao reinfundir sangue recuperado suspeito
de contaminacdo bacteriana e/ou de células tumorais, a utilizagdo em
anemia falciforme, risco de embolismo aéreo, nefrotoxicidade e desordens

da coagulagéo.

Legenda: 1- conjunto de descartavel possibilita a montagem parcial do kit, isto é, a
aspiracao anticoagulada do campo operatério para um resevatorio; 2- pingas para as linhas
de sangue e soro fisiolégico; 3- soro fisiologico 1000 mL; 4- “bowl” semelhante a uma
centrifuga com fluxo intermitente; 5- bolsa de descarte do sobrenadante da lavagem e 6-
retorno do concentrado de hemacias lavado para uma bolsa a ser reinfundida durante a
cirurgia.

Fonte: Adaptado de RUGGERI (2000).

Figura 1 - Esquema do equipamento DIDECO Compact Advanced ™.



Figura 2 - Equipamento DIDECO Compact Advanced ™ utilizado no Hospital

A C Camargo/Séo Paulo.

1.3 AUTOTRANSFUSAO E CANCER

Desde o relato de YAW et al. (1975) que identificaram células de
adenocarcinoma de pulmdo na processadora utilizada para recuperacao
intra-operatéria de sangue autdlogo, recomenda-se a nao utilizacdo do
referido equipamento em campos cirargicos com células tumorais. Vinte
anos apods, HANSEN et al. (1995) analisou uma série de 61 cirurgias
oncoldgicas e encontrou em 57 (93%) células tumorais em quantidades
variando de 10 a 10° no sangue coletado do campo operatério. Entretanto,
estas células tumorais estavam circulando em apenas 21% destes

pacientes, utilizando analise de citoqueratina corada pelo nitrato de prata.



Tentativas para a utilizacdo de recuperagcdo autologa intra-operatoria
associando leucofiltros em cirurgia oncologica, envolvendo numero restrito
de pacientes, em analises retrospectivas, ndo sugerem aumento de
incidéncia de metastases para 0s pacientes que receberam o0 sangue
recuperado (MILLER et al. 1991, ZULIM et al. 1993). GRAY et al. (2001)
realizaram a recuperagdo autéloga de sangue intra-operatria em 62
pacientes submetidos a prostatectomia radical, comparando com uma coorte
gue recebeu la 3 unidades de sangue autologo pré-deposito (101 pacientes)
e analisaram sobrevida livre de doenca. N&o encontraram diferenca na
progressédo bioquimica do cancer de préstata com a utilizagéo de filtros para
remocdo de leucécitos RC-400. Em estudo prospectivo MUSCARI et al.
(2005) analisaram a recorréncia de hepatocarcinoma apds o seguimento
minimo de 12 meses em 31 pacientes que receberam a reinfusdo do sangue
recuperado comparando com 16 pacientes que nao utilizaram a recuperacao
autologa de sangue intraoperatoria. Os grupos foram pareados de acordo
com o tamanho do tumor e a recorréncia foi semelhante (6%).

HANSEN et al. (1999) publicaram um estudo em que n&o utilizaram
leucofiltro, apenas a “cell saver” e irradiagdo com 50Gy. Através de
metabolismo de DNA demonstraram a eficacia da eliminagdo da célula
tumoral, baseados na maior oxigenacdo do sangue recuperado e na dose
Unica de irradiacdo que impedia 0s mecanismos de reparo. A partir deste
estudo, a recuperacdo de sangue intra-operatoria em pacientes oncolégicos
vem sendo praticada na Europa, com aproximadamente 700 casos, segundo

HANSEN et al. (2002).



Os procedimentos cirdrgicos consomem mais de 40% do estoque de
sangue (TORELLA et al. 2001). Considerando a disponibilidade imediata de
sangue para a cirurgia aliada aos beneficios do sangue autdlogo, a
recuperacdo autéloga de sangue intra-operatéria em oncologia tornou-se
uma pratica na Europa, embora ndo seja aprovada pelo FDA ou pelas
Normas Técnicas Brasileiras de Hemoterapia. Sabemos que muitos
pacientes que sdo submetidos a cirurgia oncoldgica apresentam células
tumorais circulantes, porém esta presenca ndo esta correlacionada com a
sobrevida. Estima-se que destas células que circulam somente 0,01 a
0,000001% possuem potencial para formar lesbes metastaticas (WATERS
2004). Os programas de autotransfusdo ndo excluem o paciente oncologico,
isto é, as coletas de sangue autdlogo pré-operatérias séo realizadas desde
gue o paciente ndo possua anemia (niveis de hemoglobina menores do que
11g/dl), apesar da possibilidade de que as células tumorais e, portanto, o
DNA estarem circulando. Entdo a importancia da infusdo de células tumorais
através da recuperacao de sangue intraoperatéria nestes pacientes deve ser
guestionada.

Certamente, faltam estudos que provem a isencdo do risco de
disseminacdo da célula tumoral neste sangue reinfundido. Baseados em
trabalho experimental, demonstramos através de PCR/Multiplex a auséncia
de células nucleadas e de pequenos fragmentos de DNA (268 pares de
base) em amostras artificialmente misturadas a linhagens de tumores sélidos
mais frequentes, simulando um procedimento de recuperacdo autbéloga de

sangue durante cirurgia oncoldégica. Neste estudo, apdés a utlizacdo de



leucofiltros e irradiagdo na dose de 25 Gy nao houve amplificacdo de
produtos para o gene de globina (POLI et al., 2004), nos levando a acreditar
gue esta associacdo pode ser praticada, desde que, validada para um

marcador tumoral especifico (POLI et. al., 2006).

1.4 METODOLOGIA ESPECIFICA: METILACAO

Desde 1987, a metodologia de PCR pela técnica de transcriptase
reversa (RT-PCR) tem sido utilizada para detectar mRNAs de proteinas
circulantes originadas de tumores sélidos, por exemplo, tirosinase para
melanoma, o-fetoproteina para hepatoma e citoqueratina para céancer de
mama (COREY et al. 1997). Poucos marcadores tém valor no diagndstico de
cancer, como a-fetoproteina e gonadotrofina coribnica humana, a maioria
tem importancia no monitoramento destes pacientes.

A experiéncia da Universidade de Columbia (KATZ et al. 1996) sugere
gue a presenca de células circulantes que sintetizam PSA (proteina antigeno
prostatico especifica) esta relacionada com doenca extraprostatica do tumor
de prostata. Entretanto, a origem bioldgica e o potencial clinico destas
células expressando PSA permanecem incertos. Quando uma célula de
cancer de prostata € detectada por ensaio de RT-PCR para PSA, ela deve
ter um fendtipo capaz de romper a membrana basal e migrar para a
circulagdo, além de sobreviver neste local. Diferengas técnicas nas amostras

de sangue e seu processamento, extracdo de RNA mensageiro, escolha de



primers, enzimas, numero de ciclos e outros fatores tém influenciado a
interpretacdo destes resultados.

As dificuldades na metodologia para avaliar expressdo génica nos
direcionaram para a metilacdo. Este mecanismo epigenético consiste na
adicdo de um radical metil em bases citosina (C) localizadas a 5 de
guaninas (G) nos chamados dinucleotideos CpG. As ilhas de CpG sé&o
definidas como uma regido do DNA com mais de 200 pares de base. Estima-
se que existam 29.000 ilhas de CpG no genoma e aproximadamente 50-60%
de todos os genes apresentam uma ilha associada ao seu promotor (CLARK
e MELKI 2002).

Um breve historico desta abordagem data de 1989 por GREGER et al.
com a primeira descoberta de metilacdo nas ilhas de CpG de um gene
supressor de tumor humano de Retinoblastoma (Rb). Somente ap6s 1994 é
gue surgiu a idéia de que a hipermetilacdo na ilha de CpG na regido
promotora de um gene poderia ser um mecanismo para inativar genes em
cancer. A introducéo de técnicas como a modificacédo pelo bissulfito de sédio
(CLARK et al. 1994) e PCR metilacdo especifica (MSP) (HERMAN et al.
1996) permitiram inimeros estudos aplicaveis em oncologia. Como e porque
certas ilhas de CpG tornam-se hipermetiladas ainda ndo sabemos ao certo,
talvez cada etapa deste processo seja especifica para cada gene ou grupo
de genes, resultando na sua atividade de transcrigéo silenciada.

Sabemos que o cancer € uma doenca de multiplas causas e lesbes
genéticas sao necessarias para o desenvolvimento completo de um tumor. O

mesmo acontece para as lesdes epigenéticas. A presenca de ilhas de CpG
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hipermetiladas em regides promotoras afeta genes envolvidos em ciclo
celular (Rb, p16™¥*?®), reparo de DNA (BRCAL1), metabolismo de carcinégeno
(GSTP1), aderéncia celular (CDH1, CDHG13) e apoptose (DAPK, TMS1).
Isto nos faz acreditar que padrdoes de metilagdo aberrantes sao importantes
na génese de cada tipo de tumor (ESTELLER 2002). Segundo ESTELLER
(2003) exemplos da aplicacdo dos estudos de expressdo génica por
metilacdo em Oncologia s&o: metilacdo da 6-metilguanina DNA
metiltransferase influencia a resposta a carmustina em gliomas e a resposta
da ciclofosfamida em pacientes com linfoma difuso de grande células;
metilagcdo de DAPK esta relacionada com a gravidade do cancer de pulméao
e metilacdo de pl6INK4a € indicativa de pior prognéstico em cancer
coloretal.

As glutationas transferases tém sido historicamente denominadas de
Glutationas S-transferases (GST). Estas enzimas catalizam o ataque
nucleofilico reduzindo a glutationa a compostos ndo polares. Encontram-se
expressas em células normais dos tratos urinario, respiratério e digestivo
(HOPKINS et al.,, 2007). Seus substratos incluem halogenonitrobenzeno,
guinonas entre outros. Trés maiores familias de proteinas sdo amplamente
distribuidas na natureza e apresentam-se nas formas citosélica, mitocondrial
e microssomal. Constituem alvo para terapias antiasmaticas e antitumoral,
pois metabolizam agentes quimioterapicos, inseticidas, herbicidas,
carcindgenos e outros produtos do stress oxidativo (HAYES et al. 2005).

A ilha de CpG promotora do gene da Glutationa S-transferase

(GSTP1) esta silenciada e hipermetilada em mais de 95% de todos os
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tumores de préstata (LEE et al. 1994). Ao contrario de outros genes
supressores de tumor que estdo silenciados por mutacao ou delecdo, um ou
ambos os alelos de GSTP1 estédo inativados por metilacdo (MILLAR et al.
1999). O gene possui 7 exons, cerca de 3 kb e sua localizagdo € 11q13.3.
Encontra-se pouco expresso também em outros tumores como: mama, rim e
figado. O gene GSTP1 é um bom exemplo de gene cancer especifico, de
acordo com LAIRD (2003) a sensibilidade analitica e clinica em amostras de
DNA originadas de “buffy coat” de pacientes com cancer de préstata foi de
31 e 30%, respectivamente, e em DNA extraido de bidpsias foi 100%, ambas
com especificidade de 100%. Esta especificidade aliada a técnica de
deteccdo de hipermetilagdo no gene promotor de GSTP1 por MSP, possui a
sensibilidade de 1:1000 DNA tumoral / DNA normal (GOESSL et al. 2002). A
metodologia de MSP permite a amplificacdo do DNA tratado com bissulfito
de sédio através de iniciadores desenhados para anelar em sequéncias
metiladas e outros iniciadores para sequéncias ndo metiladas. Esse
tratamento do DNA com bissulfito de sédio converte citosinas ndo metiladas
em uracilas e mantém as citosinas metiladas como citosinas (figura 3). Outra
abordagem para o estudo de metilagdo é a quantificacdo através de PCR em
tempo real. Neste método, além do par de iniciadores, uma sonda interna ao
segmento a ser amplificado também € hibridizada ao DNA molde da
sequéncia metilada. Essa sonda possui um marcador fluorescente que
permanece protegido, sendo liberado quando a sonda € destruida pela acéo
da enzima polimerase. Assim, quando ocorre a extensdo dos iniciadores, a

polimerase passa pelo local onde a sonda esta ligada, promovendo a sua
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desintegracéo (Figura 4). Este evento pode ser acompanhado pela liberacao

da fluorescéncia (ALMEIDA et al. 2004).

(A) N, (B) N,
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Legenda: A) através do tratamento com bissulfito de s6dio no DNA as citosinas metiladas
pela acdo das DNA metiltransferases (DNMT) sdo mantidas como citosinas. B) as citosinas

nao metiladas convertidas em uracilas e amplificadas como timinas na reacéo de PCR.

Fonte: ZHU (2007).

Figura 3 - Principio quimico da conversao pelo bissulfito de sédio.
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Forward o
Primer Probe
] 3

3. [ 1 | 5.
g y 3
# 15

Reverse

Primer

Produto alvo

Legenda: A sonda (“probe”) complementar ao iniciador (“primer”) possui nas suas
extremidades 5°e 3" corantes F (FAM-repérter) e Q (TAMRA-quencher). Durante cada ciclo
de amplificacdo e extensdo da fita de DNA a tag polimerase cliva o corante F (azul) da
sonda. Uma vez separado do Q (vermelho) o corante F emitira sua fluorescéncia
caracteristica que é captada pelo equipamento e quantificada apenas no produto alvo.
Fonte: Adaptado de KOPPAL (2004)

Figura 4 - Representacdo da sonda fluorogénica para deteccdo de um

produto especifico de PCR.

1.5 CANCER DE PROSTATA

Correspondendo a 6% ocorréncia mais frequiente de casos novos de
neoplasia e a 2% causa de 6bitos por cancer entre homens, optamos em
estudar um marcador para cancer de prostata. Representa 9,7% das
neoplasias em homens (15,3% em paises desenvolvidos e 4,3% em paises

em desenvolvimento). Superado em incidéncia pelo carcinoma de pele (ndo
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melanoma) e em Obito pelo cancer de pulméo. Entre 1979 até 2000 a

mortalidade aumentou de 3,73/100.000 para 8,98/100.000 (Figura 5).
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Fonte: Ministério da Saude (2003).

Figura 5 - Taxas de mortalidade de 1979 a 2000.

Segundo os dados do Instituto Nacional de Cancer-INCA era previsto
51 casos novos para cada 100 mil homens e a ocorréncia de 47.280 casos
novos em 2006 (Ministério da Saude 2005). Felizmente a mortalidade é

baixa e a média mundial de sobrevida em 5 anos é de 58%. Seu
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crescimento é lento, com tempo médio de duplicacdo de 4 a 5 anos. Estima-
se gue o tempo entre a transformacao maligna inicial e o aparecimento de 1
cm® de tumor (aproximadamente 10° células) seja de 10 anos (SHI et al.
1999). Histéria familiar de pai ou irmé&o com cancer de préstata antes dos 60
anos de idade pode aumentar o risco de cancer em 3 a 10 vezes em relacao
a populagdo em geral, refletindo a influéncia de fatores hereditérios e estilo
de vida.

Ainda, quando verdadeiramente localizado este tumor pode ser
curado pela cirurgia com necessidade de transfusdo freqlente no ato

operatorio devido ao maior acometimento apds os 50 anos de idade.

1.5.1 Inflamacéo e carcinogénese prostética

Seu desenvolvimento e progressédo estdo associados com alteracdes
genéticas nas células tumorais como perda de heterozigose e ganhos
gendmicos, geralmente associados ao pior prognostico. O desenvolvimento
do fendtipo metastatico pode ser independente do fendtipo tumorigénico e
eles podem ocorrer simultaneamente. Portanto, nem todas as ceélulas
tumorais séo invasivas e metastaticas.

Embora varias alteragbes genéticas especificas tenham sido descritas
em adenocarcinoma de prostata, tais como inativacdo do gene de P53 e
PTEN, a mais comum € a metilacao da regido regulatéria 5° do gene GSTP1
(Quadro 1). A deteccédo desta alteracao epigenética em fluidos corporais tem
sido utilizada com sucesso com técnicas baseadas em DNA, ja que esta

presente em mais de 90% dos tecidos de cancer de prostata e ausente nos
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tecidos benignos, portanto, um evento tumor-especifico (JERONIMO et al.

2002).

Tabela 1 — Genes envolvidos na carcinogénese prostatica.

Gene Funcédo proposta

Mutac¢des causando diminuicéo da atividade

MS Anti-infecciosa

RNASEL Anti-infecciosa, apoptose
ELAC2 Metaldependente hidrolase
Hipermetilagéo do promotor resultando em silenciamento do gene

GSTP1 Desintoxicacdo de carcindgeno

<

Perda de heterozigose e ponto de mutagao

PTEN Sobrevida celular e proliferagéo

Tp53 Sobrevida celular, proliferagéo e estabilidade
Genbmica

Perda de heterozigose e haploinsuficiéncia

NKX3-1 Diferenciacao celular e proliferacao

CDKN1B(P27KIP1) Proliferacdo celular

Ponto de mutacéo

COPFR Regulador de transcrigdo

AR Proliferacao celular, sobrevida e diferenciacéo

Amplificacao

AR Proliferacéo celular, sobrevida e diferenciacdo

Superexpressdo de mRNA e proteina

HTERT Imortalidade celular

HPN Protease transmembrana

FASN Sintese de acidos graxos

AMACR Metabolismo de acidos graxos

EZH2 Repressor de transcri¢éo, proliferagao celular

MYC Proliferacéo celular

BCL2 Sobrevida celular

Polimorfismos afetando riscos de cancer de prostata

AR Proliferacao celular, sobrevida e diferenciacéo

CYP17 Metabolismo de andrégeno

SRD5A2 Metabolismo de andrégeno

Fonte: DEMARZO (2003)

Em 2003 NELSON et al. propuseram que uma lesdo chamada atrofia
inflamatoéria proliferativa seria o precursor da neoplasia prostatica
intraepitelial e do cancer de préstata (Figura 6). Células epiteliais nestas
lesbes mostram sinais de stress com niveis elevados de GSTP1, glutationa

S-transferase Al (GSTA1) e cicloxigenase-2 (COX-2). Perda de GSTP1,
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provavelmente como resultado da hipermetilacdo de sequéncias CpG, pode
definir a transicdo entre atrofia proliferativa inflamatéria, neoplasia

intraepitelial e carcinoma prostatico (Figura 7).

Préstata normal Atrofia infl Gria Neoplasi Cancer de
proliferativa intraepitelial prostata
prostatica

Células colunares

S 2 o

Células basais JB9H

(-

Células
inflamatérias

Fonte: NELSON et al. (2003).

Figura 6 - Atrofia inflamatdria proliferativa como precursor de neoplasia
intraepitelial prostatica e cancer de prostata.

Atrofia inflamatéria | Neoplasia intraepitelial

proliferativa prostatica
GSTP1 , o
‘/\ ool ok Dano
@ | oo iy émico
¢ ' i @ gen

Carcinégenos
ativados

Espécies oxigénio

Fonte: NELSON et al. (2003).
Figura 7 - Perda da atividade de GSTP1 nas células prostaticas

aumentando a vulnerabilidade ao dano gendmico mediado por carcinégeno.
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2 OBJETIVO

Validar a recuperacdo de sangue autbloga intra-operatéria em
prostatectomia, utilizando como marcador tumoral especifico a metilacdo da

regido promotora do gene GSTP-1.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DE AMOSTRAS DE TUMOR E SANGUE

DERIVADOS DE PROSTATECTOMIA RADICAL COM CELL SAVER

Apo6s aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa Hospital do Cancer
(550/03) e obtencdo de consentimento livre e esclarecido, foram coletadas
amostras de tumor fresco e de sangue em pacientes submetidos a
prostatectomia radical no Hospital A C Camargo/ S&o Paulo a partir de Maio
de 2004. Caso as vesiculas seminais fossem lesadas durante a disseccao
da prostata, a aspiracdo era interrompida, evitando-se a coleta de outros
fluidos que néo fosse sangue. As amostras de sangue foram coletadas para
a pesquisa conforme abaixo, ndo sendo reinfundidas no paciente.

Coleta de sangue e tecido para extracdo de DNA nas etapas:

v sangue total venoso pré cirurgia: amostra A.

v Sangue aspirado do campo operatério: amostra B.

v concentrado de hemacias lavado na cell saver: amostra C.

v concentrado de hemacias lavado na cell saver e filtrado: amostra D.

v concentrado de hemacias lavado na cell saver, filtrado e irradiado com

25 Gy: amostra E.
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Critérios de incluséao

v

Pacientes portadores de adenocarcinoma de préstata, nos trés
estadios da doenca, que eram submetidos a cirurgia no Hospital A C
Camargo — Sao Paulo.

Assinarem o termo de consentimento.

Critérios de exclusao

v

Pacientes impossibilitados ou que ndo quiserem assinar o termo de
consentimento.

Auséncia de tumor no material submetido a anatomia patologica da
peca cirtrgica (Figura 8).

Auséncia de hipermetilacdo GSTP1 no tecido tumoral da congelacao

feita no ato cirargico.

Cientes de que o gene GSTP-1 estd metilado na maioria dos tumores de

préstata (JERONIMO et al. 2002) estimamos o tamanho da amostra (n) para

o estudo em 30 casos, visto que pode ocorrer uma de duas opg¢des ndo

mutuamente exclusivas:

1

O tumor em questdo ndo apresentar metilacdo na regido promotora
de GSTP-1 e, portanto ndo se prestar ao experimento (a metilacao s6
sera verificada ap0s a cirurgia);

Embora ocorra a metilacdo no gene GSTP-1 das células tumorais, 0
namero das mesmas no sangue recuperado for inferior ao limite de
deteccdo do método. Em estudo piloto é suficiente a identificacdo de

um caso com metilacdo e o seu acompanhamento durante todo o
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demonstracdo de sua auséncia ao final, como detalhamos no

esquema abaixo (Figura 9).

Transition zone
Peripheral zone

Carcinoma

Fonte: NELSON et al. (2003)

Figura 8 — Representacédo da peca cirurgica e resultado da analise

histologica durante o ato operatorio.
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Amostras de cancer de prostata obtidas na congelagéo durante o ato operatorio

Metilagéo para o promotor de GSTP-1 no tumor

Presente Ausente
Evidéncia de metilago para GSTP-1 nas amostras do sangue recuperado Exclusio
Desaparecimento de mefilagdo para GSTP-1 na amostra 5

Sim N&o

Hipdtese validada Necessarios novos estudos

Figura 9 - Desenho do estudo.

3.2 PREPARO E CONGELAMENTO DAS AMOSTRAS

O volume das amostras B, C, D e E de sangue de cada paciente foi
triplicado, isto €, foram colhidos 15 mL em tubos com EDTA, centrifugados 5
minutos a 3500 rpm e a massa de células reconstituida para um unico tubo
de 5 mL. Da mesma forma, as amostras A também tinham seu sobrenadante
retirado. Partindo de 4 mL de massa de células acrescentamos 4mL de

phosphate buffered saline (PBS). Volume igual de Ficoll-Paque Plus™
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Amersham Biosciences foi adicionado em tubos falcon de 50 mL e a mistura
sangue/PBS foi adicionada lentamente pela parede do tubo. A seguir,
centrifugacdo durante 20 minutos a 10°C em 1200 rpm. O halo branco
(figura 10) foi transferido para um novo tubo falcon de 15 mL e entdo lavado
duas vezes com PBS. O “pellet” de células obtido foi congelado a —80°C

para realizacdo das andlises de metilagdo em GSTP1.

Figura 10 - Halo de células apos a centrifugacdo com Ficoll-Paque Plus™,

3.3 EXTRACAO DE DNA

O DNA das amostras de sangue foi extraido através do método de
fenol/cloroférmio. As amostras de tumores congeladas e as linhagens de
tumor de proéstata: PC-3 e DU 145 (CRL-1435 e HTB-81, respectivamente,
(ATCC 2006) foram submetidas & extracdo pelo método de fenol/alcool
isoamilico. Resuspensas em Tris-EDTA (TE) e mantidas em freezer —20°C.

A qualidade do DNA extraido foi analisada em gel de agarose 1%.
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As amostras de DNA dos tumores foram identificadas por letras e as
de sangue com a letra do paciente e numero. Exemplo: tumor A e as
amostras de sangue: Al (veia periférica), A2 (aspirado do campo
operatorio), A3 (sangue lavado), A4 (sangue lavado e filtrado) e A5 (sangue

lavado, filtrado e irradiado) conforme Figura 11.

2 3.4 !
jTi b

m 1A 1B 1C 1D 1E

1la 11b
Legenda: 11a DNA das amostras dos tumores 1-8. 11b DNA das amostras de sangue do
paciente 1 (1A-1E). Nota: As amostras D e E de todos os pacientes ndo aparecem no gel de

agarose 1%. m = marcador de peso molecular.

Figura 11a e b - Andlise qualitativa do DNA extraido em gel de agarose a
1%.

3.4 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

Inicialmente todas as amostras de tumores coletadas foram
submetidas a extracdo de DNA e 1ug deste DNA extraido foi tratado com
bissulfito de sodio pela técnica convencional: solucdo de bissulfito 2,5M;
solucéo de hidroquinona 1M e hidroxido de sodio 2M (GOLDENBERG et al.
2004). A esta mistura adicionamos 1uL de DNA de esperma de arenque e
incubamos por 3 horas a 70°C. Apds a desnaturacdo as amostras foram
purificadas utilizando resina Wizard (Promega Corp., Madison, Wiscosin)

lavadas com 4 mL de isopropanol 80% e eluidas em 45 pL de agua a 80°C.
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A desaminacdo das amostras foi feita com acetato de aménio 5M. Em
seguida, precipitadas em etanol 100% e acrescidas de 1uL de glicogénio
20mg/mL e incubadas a -20°C durante a noite. A ressuspenséo foi feita em
etanol 70% e apos a secagem, diluidas em 20 a 45uL de TE e armazenadas

em freezer a -80°C.

3.5 PADRONIZACAO DA REACAO DE MSP

Os iniciadores listados tabela 2 foram testados através do estudo de
metilagdo na regido promotora de GSTP1 em sangue normal e nas
linhagens acima descritas.

Tabela 2 - Tabela de iniciadores para regido promotora de GSTP-1 e suas
sequéncias.

“Primer” Seqliéncia

N&o metilado (sense) 5'GAT GTT TGG GGT GTAGTG GTT GTT 3
N&o metilado (antisense) 5°CCA CCC CAATAC TAAATC ACAACA 3
Metilado (sense) 5TTC GGG GTG TAG CGC TCG TC 3°
Metilado (antisense) 5°GCC CCAATACTAAATCACGACG J

Fonte: ESTELLER et al. (1999).

v' Reacao de MSP:

Reagentes Invitrogen™: Tampédo 10 x (2,5uL); MgCl, 50mM (1uL);
dNTPs 1.25 Mm (4pL); iniciadores 10uM senso e antisenso (0,4 pL) para
cada situacdo, isto é, sequéncias metiladas e ndo metiladas da regido

promotora de GSTP1; Tag DNA Polymerase Platinum (0,2uL) e agua para
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completar o volume final de 24 ulL. Foi adicionado 1uL de DNA a cada
mistura metilada/ndo metilada. As condicGes da reacdo foram: 95°C por 10
minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, temperatura de
anelamento de 59°C por 30 segundos, extensdo de 30 segundos a 72 °C e
extensio final de 4 minutos a 72°C. Controles: positivo para metilagdo PC-3
e/ou DU 145 e negativo para metilacédo leucécitos extraidos de amostras de

sangue normal, conforme Figura 12.

No NI DU 145 PC-3

100 pb

Legenda: Controle negativo de metilagdo (NI) = leucdcito normal; U = amostra ndo metilada
com 97 pb e M= amostra metilada com 91 pb. As linhagens DU 145 e PC-3 apresentam
metilagdo parcial e a intensidade de metilagdo é maior na PC-3.

Figura 12 - Analise de metilagédo na regido promotora de GSTP-1 dos

controles positivo e negativo em gel de acrilamida a 8%.

3.6 REACAO EM TEMPO REAL DE PCR METILACAO

ESPECIFICA (*REAL TIME” PCR METILACAO ESPECIFICA).

3.6.1 Padronizacao

A reacdo de PCR em tempo real para o estudo de metilagdo na regido
promotora de GSTP-1 foi padronizada em conjunto com o gene de
referéncia para B actina (ACTB) cuja amplificacdo independe de metilacao.

Os iniciadores e as sondas utilizados estdo relacionados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Tabela de iniciadores e sondas (IDT™) para a regido promotora

de GSTP-1 e para 3 actina (ACTB).

GSTP-1 Sequéncia Genbank M24485- 140 pb

(sense) 5AGTTGCGCGGCGATTTC 3°

antisense) |5 GCCCCAATACTAAATCACGACG 3°

Sonda 6FAM - 5" CGGTCGACGTTCGGGGTGTAGCG-3"-TAMRA

ACTB Sequéncia Genbank Y00474- 133 pb

(sense) 5 TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 3°

antisense) 5"AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 3°

Sonda 6FAM - 5" ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA-3-TAMRA

Fonte: HARDEN et al. (2003).

As reacgdes foram realizadas no equipamento ABI 7300™, com
reagentes Invitrogen™: Tampédo 10 x (2,5uL); MgCl, 50mM (1uL); dNTPs
1.25 Mm (4uL); iniciadores 600nM senso e 600 nM antisenso para cada
gene (2,5uL) e sondas 400 nM (5 uL) para as regides promotoras de GSTP1
e ACTB; Tag DNA Polymerase Platinum 0,2uL, Rox Reference Dye (0,4 ulL)
e agua para completar o volume final de 25 pL. Foram adicionados 3uL de
DNA em duplicata de PC-3 para ambos 0s genes a cada mistura da reacéo.
E as condicdes foram semelhantes da reacdo de MSP: 95°C por 10 minutos,
seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e temperatura de
anelamento de 60°C por 60 segundos. Desta forma, obtivemos maior
fluorescéncia e o inicio da fase logaritmica de amplificacdo (“cycle
threshold”: CT).

3.6.2 Quantificacdo Absoluta baseada em curva padréao
Utilizamos uma CpG metilase, M.Sss | (New England Biolabs) para

metilar "in vitro” leucdcitos normais e construir a curva padrdo. O tratamento
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com esta metil transferase consiste na incubac&o durante 8 horas a 37° C
de 20 pug de DNA de leucocitos com aproximadamente 40 unidades da
enzima, seguida de precipitacdo e suspensdo em 10 uL de TE. Dessa
amostra, 2 ug sao tratados com bissulfito de sodio (sem arenque) e
guantificados como RNA (Nandrop ™) para obtencdo dos seguintes pontos
para a quantificacdo na curva padrao: 90 ng; 9 ng; 0,9 ng; 0,09 ng e 9pg.
Estes pontos representam quantidades de DNA equivalentes a 10.000;
1000; 100; 10 e 1 célula respectivamente, estimando-se que uma célula
possui 6 pg de DNA.

Somente desvio padrdo de até 0.5 foi considerado para andlise das
duplicatas na construcdo da diluicdo seriada dos pontos da curva padrao

para ambos 0s genes como demonstra a Figura 13.

Standard Cunve

Log CO

050

150

Slope: 3272388
Intercept 32361572
R2: 0.970868

Ct

Standard Cure

pli
-150

Log CO

Detector
Slope: -2.993937

Intercept: 33754822

R2: 0972715

Legenda: Resultado da amplificagcdo das diluicdes seriadas de leucécitos normais

hipermetilados “in vitro” nos 5 pontos da curva padrao para ambos o0s genes.

Figura 13 - Padronizacdo dos pontos da curva padrdo para 0S genes:
GSTP-1 e ACTB respectivamente, no equipamento ABI 7300 ™.,
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DESCRITIVA DA CASUISTICA

Durante o periodo de Maio de 2004 a Outubro de 2006 participei de
40 prostatectomias radicais no Hospital A C Camargo - Séo Paulo. O volume
de sangue aspirado do campo operatorio pelas equipes cirdrgicas variou de
200 a 1300 ml até abertura da bexiga. Nove pacientes (30%) apresentavam
antecedentes de outras neoplasias, inclusive dois pacientes com recorréncia
bioquimica de cancer de préstata. Trés pacientes receberam transfuséo de
concentrado de hemacias (10%) durante a cirurgia. As caracteristicas
clinicas pré-cirurgicas dos 30 pacientes incluidos, isto é, que apresentaram
hipermetilagdo de GSTP-1 no tumor encontram-se na tabela 4. A maioria
dos pacientes apresentou a soma do escore de Gleason pré-operatoria
maior ou igual a 6 (57%). Em 10% dos pacientes a soma do escore foi
superior a 8. Em relagdo as equipes cirdrgicas: 9 prostatectomias foram
realizadas pela equipe 2 (30%); 9 cirurgias (30%) pela equipe 3; 7 cirurgias
(23,3%) pela equipe 1; 4 cirurgias (13,3%) pela equipe 4 e somente uma
prostatectomia (3,3%) pela equipe 5. O critério de escolha dos pacientes
para cada equipe de cirurgides foi a agenda de cada equipe, ja que todas

séo igualmente capacitadas para o procedimento cirirgico.
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos (n=30) submetidos a
prostatectomia radical durante o periodo de Maio/2004 a Outubro/2006.

Paciente Equipe Idade (anos) | PSA (ng/mL) Gleason
cirdrgica (biopsia)
1 A 60 7,1 5
2 D 60 4,7 7
3 B 54 7,6 6
4 A 50 8,1 6
5 B 47 9,2 5
6 B 58 6,3 8
7 A 73 6,9 7
8 D 60 6,1 6
9 B 61 4,4 6
10 C 54 5,9 6
11 C 56 9,6 7
12 C 69 4,1 7
13 D 64 7,5 8
14 E 72 10,4 6
15 B 73 21,9 6
16 C 59 3,7 6
17 C 66 2,9 6
18 B 52 5,6 6
19 D 65 53 6
20 A 64 23,7 7
21 B 60 8,5 7
22 B 62 7,1 6
23 A 58 10,6 6
24 C 47 6,1 6
25 A 41 78,8 9
26 C 63 5,6 7
27 C 61 3,7 7
28 A 68 4,2 6
29 C 71 5,4 7
30 B 75 4,6 7
Média/desvio padréo 60,7/8,3 9,8/13,8
(min-max) (41-75) (2,9-78,8)
Mediana 60,5 6,2
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4.2 REACAO DE MSP DOS TUMORES COLETADOS

Em 34 cirurgias a analise histolégica da congelacao intraoperatoria foi
positiva para céancer de préstata. Entre estes pacientes, 30 tumores
coletados a fresco apresentaram metilacdo para regido promotora de GSTP-
1 nas reacbes de MSP (88,2%), como demonstra a figura 14, portanto as

respectivas amostras de sangue armazenadas foram processadas.

No NI DU145 1 2 3 4

m UM U MU M UM

100 pb

100 pb

Legenda: Demonstragdo de metilagdo na maioria dos tumores estudados em diferentes
intensidades e auséncia da banda M no tumor 11 (NI = amostra normal; U = amostra nao
metilada e M= amostra metilada). m = marcador de peso molecular.

Figura 14 - Anélise em gel de acrilamida a 8% da reacdo de MSP com os

tumores1-11.
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4.3 REACAO DE MSP NAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de DNA do sangue extraidas dos pacientes cujos
tumores apresentavam metilacdo na regido promotora de GSTP-1 foram
submetidas ao tratamento do DNA com bissulfito de sodio. Dentre as
amostras de sangue dos primeiros 11 pacientes testados, encontramos
metilacdo nas amostras A (veia periférica) em dois casos (18%) como
demonstramos na figura 15. Para esses pacientes o resultado positivo ndo
foi verificado nas demais amostras: campo operatorio (B); campo operatorio
lavado (C); campo operatério lavado e filtrado (D) e campo operatério
lavado, filtrado e irradiado (E). A partir desta observagédo, optamos pela
coleta e separacdo das amostras com Ficoll nos casos posteriores com 0
objetivo de minimizar o efeito de diluicdo do sangue durante o ato cirargico.
Além disso, fizemos alteracfes na quantidade de DNA e no numero de ciclos
da reacdo de MSP na tentativa de aumentar a sensibilidade da reacao e

assim identificar bandas metiladas menos intensas.

No NI DU145 5A
u M U M U M

100 pb
Legenda: O circulo demonstra a presenga de metilagdo na amostra 5A (veia periférica do
paciente 5). Controle negativo de metilagdo = NI; U = amostra ndo metilada e M= amostra

metilada. Controle negativo e positivo de metilacdo = DU 145.

Figura 15 - Analise da reacdo de MSP com amostra A (veia periférica) do

paciente 5 em gel de acrilamida a 8%.
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As demais amostras de sangue coletadas a seguir foram separadas
através de gradiente de Ficoll. Entre 10 amostras coletadas desse modo
obtivemos 3 casos (30%) que ndo apresentavam evidéncia de metilacdo
circulante (amostra A), porém encontramos célula/DNA tumoral na amostras

do campo operatorio (amostra B) como estd demonstrado na Figura 16.

No Du145 1B 2B 18B 19B 20B 21B
m UM u ™M u M U M U m M U M u MU M

Legenda: O circulo demonstra a presenca de metilagdo nas amostras 18B e 19B (campo
operatorio dos pacientes 18 e 19) em relagdo aos demais casos de amostras denominadas
B. Controle negativo de metilagéo = NI; U = amostra ndo metilada; M = amostra metilada e
m = marcador de peso molecular. Controle negativo e positivo de metilagdo = DU 145.

Figura 16 - Analise da reacdo de MSP com as amostras B (campo

operatorio) dos pacientes 18 e 19 em gel de acrilamida a 8%.

Em relacdo as amostras do sangue do campo operatério
subsequentes, isto é, amostras lavadas, lavadas e filtradas e finalmente,
lavadas; filtradas e irradiadas (amostras C-E) observamos apenas a banda
ndo metilada nas amostras C que correspondem aos leucocitos
remanescentes do sangue do campo operatério lavado. A partir do uso de
filtro (amostras D e E) ndo observamos qualquer banda seja metilada ou ndo
metilada. Este fato ja era esperado devido ao limite de detec¢cdo do método,
ja que nestas amostras o numero de células normais e tumorais deve ser
muito inferior a 1000. As analises de MSP das amostras de sangue destes

24 pacientes estéo sumarizadas na tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados das analises de MSP das amostras de sangue de 24

pacientes.
Paciente Veia periférica Campo operatério | Campo Campo Campo
operatorio operatério operatério
Lavado lavado e filtrado Lavado, filtrado
e irradiado

Situacdo | U M U M U M U M U M
1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
2 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
3 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
4 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
5 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0
6 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
7 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
8 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
9 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
10 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
11 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0
12 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0
13 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
14 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
15# 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
16 # 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
17 # 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
18 # 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
19# 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
20 # 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
21 # 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
22 # 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
23 # 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
24 # 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0

Legenda: O simbolo # indica que as amostras de sangue desses pacientes foram
separadas através de gradiente de Ficoll. Situacdo U/M = estudo da situagéo nao
metilada/situacdo metilada de cada amostra. Representagéo dos resultados 0= negativo e

1= positivo.
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4.4 ESTUDO DE SENSIBILIDADE DA REACAO DE MSP

Fixamos 1 ug de leucdcito normal e diluimos a célula tumoral de PC-3
nas seguintes concentragfes: 1:25; 1:50; 1:75 e 1:100. Através dessa
mistura de células tumorais de PC-3 com leucdcitos normais, em diferentes
diluicbes, pudemos detectar a sensibilidade do nosso ensaio. Submetemos,
entdo, estas diluicbes ao tratamento de bissulfito e alteramos a quantidade
de DNA na reacdo de MSP. Cientes da flutuacdo das bandas metiladas,
trabalhando com minimas concentracbes de DNA, fizemos a tentativa de
alterar alguns parametros e assim reproduzir a sensibilidade descrita para a
abordagem de MSP. Inicialmente utilizamos 35 ciclos na reacdo de MSP e 3
uL de DNA, depois aumentamos para 40 ciclos voltando a utilizar 1uL de
DNA na reacdo (em duplicata, na Figura 17). Desta vez, testamos diluicoes
de 1:50; 1:100; 1:500 e 1:1000 e atingimos a sensibilidade descrita por

HERMAN et al. (1996).

No PC-3 NI 1:500 1:500 1:1000 1:1000
u ™M UM UM Uu ™M u M u M U M

100pb

Legenda: Os circulos destacam a presenga de metilagcdo nas duplicatas da diluicdo 1:1000.

(NI = amostra normal; U = amostra ndo metilada e M= amostra metilada).

Figura 17 - Andlise da reacdo de MSP da mistura de leucécitos normais e

PC-3 em diluicdes distintas em gel de acrilamida a 8%.
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4.5 ANALISE EM TEMPO REAL DE PCR METILACAO ESPECIFICA

Os resultados das analises de MSP-PCR dos tumores foram
confirmados pela técnica de MSP-PCR em tempo real. A metilacdo para o
promotor de GSTP-1 nessas amostras foi correspondente a deteccao de 100
a 1000 células de adenocarcinoma de prostata. Essa variacdo € esperada
devido a diferentes quantidades de DNA tumoral das amostras obtidas pela
anatomia patologica do centro cirdrgico que ndo sofreram microdisseccao.

Diferente das analises de MSP que foram realizadas de modo vertical,
isto é, analise de resultados de todos os sangues periféricos (amostras A),
seguido pelas analises de todos os sangues do campo operatério e assim,
sucessivamente, estudo em tempo real de metilacao foi realizado de modo
horizontal. Desta forma, todas as amostras de um paciente foram estudadas
em conjunto numa placa de PCR. Em cada placa foi possivel estudar 3
pacientes. Apenas 0s casos que apresentavam massa de DNA suficiente
para nova conversao pelo bissulfito de sédio foram avaliados nessa técnica,
além de casos novos também concentrados com Ficoll e estdo
demonstrados na tabela 6.

As placas com as duplicatas dos pontos da curva padrdo e as
duplicatas de 3 pacientes para ambos os genes foram analisadas,
totalizando 5 placas (capacidade de 96 amostras). Houve amplificagdo em 2
pacientes (20%) nas amostras C (campo operatorio lavado). Apesar da
escassez de DNA nestas amostras, os resultados podem ser validados

porque notamos amplificacdo do gene ACTB em todas as situagdes, isto &,
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nas amostras A até E dos pacientes, conforme o caso do paciente 6 da

figura 18. Além disso, afastamos a possibilidade de contaminacéo na reacao

aplicando o produto da placa em gel de acrilamida a 8%. Desta forma,

confirmamos a amplificacdo de uma célula tumoral nas amostras de sangue

recuperado e lavado na “cell saver” e auséncia da mesma apos a filtragéo e

irradiagcdo nesses casos.

A Figura 19 demonstra a analise quantitativa e qualitativa do paciente

22 em que pudemos identificar uma célula de tumor de préstata no sangue

recuperado e lavado com soro fisiolégico, ja que houve amplificagdo apos 9

pg da curva padrédo de GSTP-1.
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Legenda:

diferentes momentos da

(A) Presenca de amplificacdo nas duplicatas das 5 amostras coletadas em

cirurgia e de processamento na “cell saver” para o gene de

referéncia da g Actina do paciente 6 (B) A seta indica a amplificagdo para GSTP-1 em uma

das duplicatas da amostra C desse caso, além dos pontos da curva padrao.

Figura 18 - Analise quantitativa para metilagdo no promotor de GSTP-1

na amostra C (campo operatorio lavado) do paciente 6.
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Tabela 6 - Resultados de “real time” PCR metilacdo especifica das amostras de

sangue (concentradas pelo Ficoll) de 15 pacientes submetidos a prostatectomia

radical e recuperacgéo autologa de sangue intra-operatoria.

Paciente | Veia periférica Campo operatério | Campo operatério | Campo Campo
Lavado operatorio operatorio
lavado e filtrado Lavado, filtrado e
irradiado

Gene ACTB | GSTP | ACTB | GSTP | ACTB | GSTP | ACTB | GSTP | ACTB | GSTP
1# 5+ 0 3+ 0 4+ + + 0 4+ 0

2 4+ 0 3+ 0 3+ 0 + 0 + 0

3# 3+ 0 3+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 0

At 2+ 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0

S## + 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0

6## 2+ 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0

7 + 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0

8 2+ 0 + 0 2+ + + 0 + 0

9 + 0 + 0 + 0 + 0 + 0

10 4+ 0 4+ 0 4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 0

11 4+ 0 4+ 2+ 4+ 0 2+ 2+ 2+ 0

12 4+ 0 4+ 4+ 4+ 0 3+ 0 + 0

13 3+ 0 3+ 0 2+ 0 + 0 + 0

14 3+ 0 3+ 0 3+ 0 + 0 + 0

15 3+ 0 3+ 0 4+ 0 + 0 + 0

Representacdo dos resultados da amplificacdo do DNA das amostras: 0) indetectavel; +)
0,009-0,09 ng; 2+) 0,09-0,9 ng; 3+) 0,9-9 ng; 4+) 9-90 ng e 5+) mais do que 90 ng.
Quantificagdo de DNA das amostras de sangue baseada em curva padrdo e dados do

software do equipamento. O simbolo # indica recorréncia bioquimica e ## outros tumores.
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Legenda: (A) Presenca de amplificacdo nas duplicatas das 5 amostras coletadas em
diferentes momentos da cirurgia e de processamento na “cell saver’” para o gene de
referéncia da g Actina do paciente 22 (B) A seta indica a amplificagdo para GSTP-1 em
uma das duplicatas da amostra C desse caso, além dos pontos da curva padrdo. (C)
Aplicagdo do produto amplificado do PCR quantitativo em gel de acrilamida a 8%: (uma
canaleta de cada ponto da curva e duplicatas das 5 amostras para ambos os genes). O
circulo sinaliza a presenca da banda metilada em uma das duplicatas (amostra C).
Ressaltamos a deteccdo da quantidade de DNA inferior a 9 pg (com base na curva
padréo:1= 90 ng; 2= 9 ng; 3= 0,9ng; 4= 0,09ng e 5= 0,009ng) para GSTP-1 desta amostra.

Figura 19 - Andlise quantitativa para metilacdo no promotor de GSTP-1 do
paciente 22.
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5 DISCUSSAO

Durante o periodo que envolveu as cinco equipes cirurgicas e 0
departamento de anestesia houve muito entusiasmo para que o volume de
sangue recuperado (em meédia 400 ml) pudesse ser reinfundido, ja que a
chance de transfusdo é ainda maior no pos-operatério destes pacientes. Foi
possivel aspirar 0 campo operatorio sem contaminagcdo de sémen ou urina.
O volume de sangramento nesta instituicdo € menor do que o descrito na
literatura, segundo NEIDER et al. (2005), € de 770 a 1575 ml.

Os resultados obtidos confirmaram a hipotese de células tumorais
circulantes, porém, inicialmente, ndo fomos capazes de demonstrar que elas
estavam presentes nas amostras B que correspondem ao sangue coletado
na recuperadora intraoperatoria. Atribuimos este fato ao pequeno niumero de
células tumorais que sofreram um efeito de diluicdo durante o ato cirirgico
prejudicando a sensibilidade da metodologia. Entdo, partimos para uma
coleta mais concentrada de material, triplicando o volume das amostras
coletadas e concentrando as células nucleadas através de um gradiente de
Ficoll. O achado pela técnica de MSP de 21,4% das amostras coletadas com
Ficoll demonstrar a metilacdo no sangue coletado do equipamento e sua
auséncia apos a lavagem (amostra 3), lavagem seguida de leucorreducao
(amostra 4) e lavagem seguida de leucorreducgéo e irradiagdo (amostra 5)
valida nossa hipétese de trabalho. O experimento de misturas de linhagem

tumoral e leucdcitos foi realizado devido a dificuldade na obtencdo das
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bandas metiladas nas amostras dos pacientes. Obtivemos a sensibilidade
descrita na literatura durante as analises qualitativas de MSP, isto €, de 1
alelo metilado para 1000 alelos ndo metilados (HERMAN et al. 1996). Por
estas razfes que apontam a complexidade do assunto, a aplicagéo clinica
de um marcador metilado deve ser avaliada também de maneira quantitativa
para garantia das andlises (USHIJIMA 2005).

Novamente, através de metilacdo quantitativa (“real time”), pudemos
validar nossa hipétese com uma maior sensibilidade: 1 célula tumoral em
10.000 células normais. Fomos capazes de detectar o equivalente a um
genoma de célula tumoral no sangue recuperado apdés a lavagem e a
auséncia de amplificacdo do DNA na mesma amostra quando submetida a
filtracéo e irradiagéo.

Outros autores tém utilizado a reinfusdo do sangue recuperado,
apesar da falta de validacdo do procedimento em cancer de prostata. Em
estudo retrospectivo DAVIS et al. (2003) analisaram a recorréncia do cancer
de préstata ap6s o seguimento médio de 40 meses (12-104) de 408
pacientes. Divididos em 3 grupos: 87 receberam sangue da “cell saver”, 264
somente transfusdo autdloga e 57 ndo receberam transfusdo. Através de
analise multivariada de regressdo logistica os fatores independentes de
recorréncia foram: PSA inicial, escore de Gleason, envolvimento da vesicula
seminal e das margens cirargicas. Desta forma, concluiram que a
recuperacdo autéloga intra-operatéria em prostatectomia radical é um
procedimento seguro. Em estudo prospectivo semelhante, porém utilizando

0 sangue recuperado em 48 pacientes, STOFFEL et al. (2005), através de



42

RT-PCR para PSA, encontraram 13 % de células tumorais circulantes antes
da cirurgia, porém 88 % de células tumorais no sangue do equipamento (cell
saver). Entretanto, ndo associam a recorréncia bioquimica ao uso do sangue
autologo da recuperacdo intra-operatoria, mas acreditam que as ceélulas
tumorais sofram danos estruturais no equipamento. E ainda nédo fizeram uso
de filtro ou irradiagéo antes da administragéo deste sangue aos pacientes.

Estes dois estudos controlados de pacientes submetidos a
prostatectomia radical (um retrospectivo e outro prospectivo) sugeriram que
a recorréncia do cancer ndo foi motivada pela reinfusdo do sangue
recuperado.

A importancia da metilacgdo do DNA é enfatizada pelo numero
crescente de doencas humanas (InUmeras sindromes de “imprinting”, Lupus
Eritematoso Sistémico e céancer) que ocorrem quando esta informagéo
epigenética ndo é adequadamente estabelecida, mantida e regulada através
de modificagcbes de histonas e pequenos RNAs (ROBERTSON 2005).
Embora a hipermetilagdo de GSTP-1 seja informativa em cerca de 90% dos
casos de cancer de prostata, existe pouco conhecimento de como esta
metilagdo aberrante “invade” uma ilha ndo metilada de CpG e como ela é
mantida através das divisdes celulares (ESTELLER 2005). A associacdo de
hipermetilacdo em ilhas de CpG de GSTP-1 no soro de pacientes apoés
prostatectomia radical com recorréncia bioquimica (aumento de PSA) foi
determinada por BASTIAN et al. (2005). Através de metilacdo quantitativa,
em estudo recente retrospectivo, outros autores também incluiram GSTP-1

além de outros 5 genes (ROSENBAUM et al. 2005). Encontraram 37
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pacientes (50%) com evidéncia de recorréncia bioquimica, metastases e
morte. Em andlise multivariada para o tempo de progressdo os fatores
significativos foram: idade maior do que 60 anos, hipermetilacdo de GSTP1,
APC e Ciclina D2. Concluiram que esse perfil de metilacdo possa ser
prognostico para o tempo de recorréncia em pacientes com escore de
Gleason 7 (3+4) e que deva ser validado com uma amostra maior. A grande
especificidade de GSTP1 foi o motivo da escolha desse gene para 0 n0sso
estudo. As analises qualitativas e quantitativas de metilagdo foram
padronizadas e os resultados obtidos validaram nossa hipétese de trabalho.
E a sensibilidade encontrada na metodologia utilizada est4 de acordo com a
literatura.

As variaveis que podem influenciar nos nossos resultados sdo: a
técnica cirdrgica, estadio pré-operatorio e o perfil molecular do tumor. Além
disso, o alto custo ndo nos possibilita uma avaliagdo de maior nimero de
casos para garantir maior segurancga. Entretanto, a relevancia desse trabalho
consiste em aplicar uma abordagem gendmica especifica na tentativa de
elucidar as questdes que envolvem a recuperacdo de sangue intraoperatoria
e cancer. Talvez um perfil de metilagdo para cada tumor possa ser utilizado
para validar o uso do equipamento para outros tumores além do tumor de
prostata. Existem poucos dados sobre o valor da metilagdo de GSTP-1 como
ferramenta clinica, mas trata-se de um gene com grande potencial de
marcador biolégico em cancer. Uma falta de padronizacao tem prejudicado a
as analises deste marcador bioldgico e a transferéncia dos resultados para a

s

pratica clinica. Uma maior consisténcia entre os estudos é necessdria,
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comecando com a selecdo de pacientes, técnicas para a coleta das
amostras e finalmente com as analises de metilagdo (HOPKINS et al., 2007).

Acreditamos que esse estudo aliado ao avango do conhecimento
molecular dos tumores possa ser aplicado como modelo para outros genes e
outras abordagens envolvendo tecnologias de larga escala como exemplo, 0
“array” de mitocondria para o estudo de mutacdes e/ou inser¢des/delecbes

observadas em muitos tumores (CHATTERJEE et al. 2006).
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6 CONCLUSAO

O uso da recuperacdo autéloga de sangue intra-operatéria foi validado com
marcador tumoral especifico em estudo piloto em céncer de prostata,
associando filtro para remocdo de leucdcitos e irradiacdo, através de

analises qualitativa e quantitativa de metilacado para o promotor de GSPT-1.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Intraoperative autologous blood recovery (IABR) during prostate
cancer surgery is rarely performed due to the potential contamination of tumour
cells. Different trials to eliminate this risk are reported and the safety is proved only
by similar survival between allogeneic and autologous transfusion oncology patients.
GSTP-1 promoter hypermethylation is a specific and sensitive molecular marker for
prostate cancer, since it is present in more than 90% of prostate tumours and can
be readily detected with PCR-based techniques. Using GSTP-1 promoter
hypermethylation as a tumour marker, we demonstrated in this study that tumour
cells could be removed from IABR using leucodepletion filters and irradiation.
METHODS: We performed IABR in radical retropubic prostatectomy without
reinfusion. Fifty patients with GSTP-1 promoter hypermethylation in fresh primary
prostate tumour samples were included in the analysis. Peripheral blood samples
were collected during anaesthetic induction. Salvaged blood was collected
throughout the surgery and then submitted to washing, leukoreduction and
irradiation. Samples were analysed stepwise for the presence of GSTP-1 promoter
hypermethylation using real time methylation specific PCR. Beta—actin amplification
was used as a positive control for PCR detection. FINDINGS: Positive
hypermethylation was found in washed salvaged blood from four patients. After
filtration and irradiation of the recovered blood, GSTP-1 promoter hypermethylation
could not be detected in any of the cases analyzed, denoting the absence of viable
tumour cells. INTERPRETATION: Our results indicate that the risk of disseminating
tumour cells during IABR in prostate cancer surgery can be decreased substantially

by filtration and irradiation of this blood.

Key words: intraoperative blood recovery; prostate cancer; biomarker; autologous

blood, GSTP-1, methylation.



INTRODUCTION

Any hospital, which performs surgery with a significant blood loss, may wish
to consider the introduction of intraoperative autologous blood recovery (IABR)
practices. Then a critical evaluation of the indications for applying this technology is
required and all lost blood should be captured and returned whenever possible. In
addition to well-known complications of allogeneic blood some data suggested that
the quality of own washed blood obtained is better than a stored allogeneic unit.*
Oncologic patients have been submitted to IABR without standardization in terms of
the use of leucodepletion filters, irradiation, neither or both. Also, the safety of this
routine is proved by relatively short follow-up in retrospective studies for tumour
surgeries.??

Radical retropubic prostatectomy (RRP) may be associated with significant
blood loss. Estimated blood loss, which ranges from 770 ml to 1575 ml, may be
affected by: variability in anatomy; difficulty in controlling the dorsal venous complex;
age; comorbidities and surgeon experience.>*Given the blood loss associated with
RRP, blood transfusions may be required. Autologous transfusion is preferred, to
avoid the potential for adverse reactions from allogeneic transfusion, and one
suggested method is IABR because anaemia of cancer patients does not interfere.
However, there is a theoretical risk of metastasis following IABR, since the dispersal
of tumour cells during IABR has been described.’

With the aim of establishing tools to better determine the safety of IABR in
cancer patients, we have previously simulated the recovery of tumour cells from
salvaged blood by adding known quantities of cultured tumour cells to blood bags.
After saline washing, leukoreduction and irradiation, cell and DNA viability were
determined. Failure to detect the ubiquitous R-globin gene by PCR following
leukoreduction and irradiation,® suggested that tumour cells had been removed from

the blood samples. To confirm this hypothesis, and address experimental limitations



of using cell lines, we determined to validate our findings using tumour cells
obtained by intraoperative recovery and a tumour-specific molecular marker.’

Abnormal methylation of gene promoter regions is a common phenomenon
in different types of tumours and is associated with gene silencing.
Hypermethylation of gene promoters has been explored as both a mechanism and
marker of tumorigenesis. Hypermethylation of the pi-class glutathione-S-transferase
(GSTP-1) gene promoter is the most frequent somatic alteration occurring during
prostate cancer development. GSTP-1 promoter hypermethylation occurs at a high
frequency (90-96%) in prostate tumours and has been detected in the urine and
ejaculate of men with the disease. Hypermethylation of the GTSP-1 promoter is
highly specific for the presence of tumour and is not typically present in normal
prostatic tissue. GSTP-1 promoter hypermethylation can be detected with a highly
sensitive and reproducible methodology named real time Methylation Specific
Polymerase Chain Reaction (MS-PCR).2MS-PCR can detect a single methylated
allele in 10000 unmethylated alleles.®

Although some studies have demonstrated that white blood cells (WBC)
depletion filters are highly effective at removing tumour cell contamination® or only
irradiation,!in Brazil, it is not a recommended routine.*In the present work, we have
applied the quantitative detection of GSPT-1 promoter hypermethylation to indirectly
assess the presence of tumour cells in salvaged blood submitted to WBC depletion
filters and irradiation and to evaluate the risk of tumour cell dissemination during

IABR for prostate cancer surgery.



PATIENTS AND METHODS

Patients

The study included patients with localized prostate cancer who underwent
RRP with simultaneous bilateral pelvic lymphadenectomy, at the Urology Division of
the Pelvic Surgery Department of the Hospital do Cancer, Sdo Paulo, Brazil,
between May and October 2006. Samples were collected after explicit informed
consent and the study was reviewed and approved by the institution’s ethics
committee. At the time of surgery, tumour specimens were “snap frozen” and
submitted to histologic examination to confirm the presence of tumour. Only patients
with GSTP-1 hypermethylation in the primary tumour were considered for further
analysis.

IABR was performed in a Compact A® (Dideco, Mirandola, Italy) device
and the recovered blood submitted to 1000 mL saline washing. In accord with
Brazilian legislation, the recovered blood was not reinfused.*?

Blood samples (20ml) from each patient were collected at five time points
during surgery and blood recovery: 1) whole blood during anaesthetic induction; 2)
recovered blood from the intraoperative field; 3) recovered blood from the
intraoperative field after washing; 4) recovered blood from the intraoperative field
after washing and filtration (Leukotrap® RC-Pall, IL, NY or TLR®, Lakewood, CO,
USA) and 5) recovered blood from the intraoperative field after washing, filtration
and irradiation with 25 Gy (Gammacell 3000®, Nordion, Canada). Aspirated
volumes ranged from 200 to 1300 mL, with aspiration ceased if semen and urine
entered the surgical field. Nucleated cells in the blood samples were concentrated
by density gradient centrifugation (Ficoll-Paque Plus™ Amersham Biosciences AB,

Uppsala, Sweden) and frozen until DNA extraction was performed.



DNA extraction and bisulfite conversion

DNA from primary tumours and blood samples was isolated by digestion with
100upg/ml proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA) followed by standard phenol-
cloroform (1:1) extraction and ethanol precipitation. DNA was subjected to sodium
bisulfite treatment to modify unmethylated cytosine to uracil. Briefly, NaOH was
added to denature DNA (final concentration 0.3M) and incubated for 20 minutes at
50°C. A volume of 500ul of freshly made bisulfite solution (2.5M sodium
metabissulfite and 125mM hydroquinone, pH5.0) was added to each sample and
incubation was continued at 70°C for 3 hours. Modified DNA was purified using
Wizard (Promega Corp., Madison, Wisconsin) DNA purification resin'® according to
manufacturer recommendations and eluted in 45ul water at 80°C. After treatment
with NaOH (final concentration 0.3M) for 10 minutes at room temperature isolation
was continued with 75ul 5M-ammonium acetate, followed by a 5-minute incubation
at room temperature. Modified DNA was precipitated by adding 2.5 volumes of
100% ethanol and 1ul of glycogen (10mg/ml). The DNA pellet was washed with 70%

ethanol, dried, and eluted in 20ul TE buffer.

Real time methylation specific PCR

Bisulphite converted DNA was amplified by fluorescence based real-time
methylation specific PCR in an Applied Biosystems ABI 7300® (Perkin Elmer, Foster
City, California). Fluorogenic probes and primers were synthesized by IDT
Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville, I1A). The primers were designed to
amplify bisulphite converted DNA at the 5end of GSTP-1 and the § actin internal
reference gene (ACTB). Primers and probes for the ACTB gene were located in an
area without CpG nucleotides, thus, allowing gene amplification independent of

methylation status. The primer and probe sequences were GSTP-1 (140 bp



amplicon, Genbank accession M24485, position 1,033-1,172), 5'-
AGTTGCGCGGCGATTTC-3 (sense), 6FAM-
5'CGGTCGACGTTCGGGGTGTAGCG-3-TAMRA (probe) and
5°'GCCCCAATACTaaatcacgacg-3'(antisense) and ACTB (133 bp amplicon,
Genbank accession Y00474, position 390-522), 5-
TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT-3 (sense), 6FAM-
5ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA-3 TAMRA  (probe) and 5'-
AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA-3 (antisense).'

The final PCR reaction mixture consisted of 600 nM of each primer; 400 nM of
probe; 1U of Platinum Taq DNA Polymerase; 1.25 mM dNTP; 1.5 mM MgCl, Rox
Reference Dye and 3 uL bisulphite converted DNA, in a reaction volume of 25 pL.
PCR was performed at 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles at 95°C for 15
seconds and 60°C for 1 minute. All samples were run in duplicate. Leucocyte DNA
treated in vitro with Sss Methyltransferase (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA,
USA) to methylate DNA at all CpGs, served as the positive control for all genes.
Serial dilutions of this methylated DNA (90 ng; 9 ng; 0.9 ng; 0.09 ng and 0.009 ng)
were performed to construct a standard curve. These values are equivalent to
10,000; 1,000; 100; 10 and 1 cells, respectively, considering a conversion factor of 9

pg DNA per diploid cell.



RESULTS

The surgical staff involved 3 different teams of oncologist surgeons. The
range of the aspirated volume was 200 to 1300 mL until the bladder opening. The
aspiration was broke off when fluids like semen and urine shed in surgical field.
Adenocarcinoma was detected in eighteen fresh samples at surgery time and fifteen
patients (83,3%) showed GSTP-1 promoter hypermethylation in tumour specimens.
Presurgical clinical characteristics of patients included are described in table 1. In
these fifteen patients, five had a malignancies history (33,3%) and two patients
(13,3%) were transfused in operating room.

In terms of blood samples, seventy-five patient samples were analyzed by
real time PCR for both genes indicating absence of GSTP-1 methylation after
irradiation in all cases and confirmed by positive ACTB/DNA control, as we shown in
figure 1. Four patients (26,6%) presented positive promoter hypermethylation for
GSTP-1 in samples after washing and after washing and leucodepletion. In all
patients this positive result was not found after irradiation as we shown in table 2.
Indeed, only one patient between two biochemical recurrences was positive for
GSTP-1 promoter hypermethylation in recovered blood. However, in patients 10 and
11 another type of leucodepletion filter was used and therefore we find differences in
tumour contamination levels in recovered blood. The association between

leucodepletion filters and irradiation was never described before.



Tablel. Presurgical clinical characteristics of patients undergoing radical retropubic

prostatectomy (RRP) with GSTP-1 promoter hypermethylation in resected tumour

samples.

Patient Surgical Age (years) | PSA (ng/mL) Biopsy Gleason
ID team Score
1# B 58 6,3 8
2 B 73 21,8 6
3t C 59 3,7 6
4 C 66 2,9 6
5 B 52 5,6 6
6 A 64 23,7 7
7 B 60 8,5 7
8 B 62 7,1 6
9 C 47 6,1 6
10 A 41 78,8 9
11 C 63 5,6 7
12 C 61 3,7 7
13 A 68 4,2 6
14 C 71 54 7
15 B 75 4,6 7
Mean 61,3 12,8

(Min-max) (41-75) (2,9-78,8)

Standard 9,3 20,0

deviation

Median 62 5,6

N 15 15

Surgical teams: A = 3 surgeries, B and C = 6 surgeries.

Patient identification (ID): # = biochemical recurrence.




Table 2. Real time methylation specific PCR results from patient's blood taken

during radical retropubic prostatectomy (RRP) and submitted to intraoperative

autologous blood recovery (IABR).

Patient/sample Whole blood | Recovered Recovered Recovered Recovered
ID during blood from | blood from | blood from | blood from
anaesthetic intraoperative intraoperative intraoperative intraoperative
induction field field after | field after | field after
washing washing and | washing,
filtration filtration and
irradiation
Gene ACTB | GSTP | ACTB | GSTP | ACTB | GSTP | ACTB | GSTP | ACTB | GSTP
1# 5+ 0 3+ 0 4+ + + 0 4+ 0
2 4+ 0 3+ 0 3+ 0 + 0 + 0
3t 3+ 0 3+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 0
4 2+ 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0
5 + 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0
6 2+ 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0
7 + 0 + 0 2+ 0 + 0 + 0
8 2+ 0 + 0 2+ + + 0 + 0
9 + 0 + 0 + 0 + 0 + 0
10 4+ 0 4+ 0 4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 0
11 4+ 0 4+ 2+ 4+ 0 2+ 2+ 2+ 0
12 4+ 0 4+ 4+ 4+ 0 3+ 0 + 0
13 3+ 0 3+ 0 2+ 0 + 0 + 0
14 3+ 0 3+ 0 3+ 0 + 0 + 0
15 3+ 0 3+ 0 4+ 0 + 0 + 0

Representation of DNA amplification results in equivalent cells as follows: 0) undetected; +) 1-10 cells;
2+) 10-100 cells; 3+) 100-1,000 cells; 4+) 1,000-10,000 cells and 5+) more than 10,000 cells. The
guantification of blood sample DNA was calculated from a standard curve generated from each PCR

plate. Patient identification (ID): # = biochemical recurrence.
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Figure 1. Standard curve and amplification results for ACTB/GSTP-1 from three
patients.

A) Standard curve; B) whole blood during anaesthetic induction; C) recovered blood
from intraoperative field; D) recovered blood from intraoperative field after washing
with a positive methylation result for GSTP-1; E) recovered blood from intraoperative
field after washing and filtration and F) recovered blood from intraoperative field
after washing, filtration and irradiation



DISCUSSION

In this study, we have shown that cells with GSTP-1 methylation could
not be detected following filtration and irradiation of recovered blood from patients
with demonstrated GSTP-1 methylation in fresh tissue specimens. As such, the final
number of cases included was small. One possible explanation is the fact that we
did not used laser capture micro dissection'’thus reducing our ability to detect the
methylation in specimens often presenting large amounts of normal prostate tissue.
Our mean of blgood recovery was 400 mL is in the expected range considering the
high experience of our surgical staff.* Since two patients required allogeneic blood
transfusion at operating room, IABR would be beneficial in this small cohort similarly
to previous studies.®

Previous clinical studies indirectly estimated the presence of
circulating cancer cell using survival of prostate cancer patients. Its use stands
upon studies, either retrospective or prospective,’’that did not show increase in
recurrence after IABR use. These clinical studies are also limited by a short follow
up: 63 to 79% of patients submitted to radical prostatectomy remain disease free
over 10 years, depending on the definition of biochemical recurrence.’®*RT-PCR
assays have been used to monitor the potential spillage of prostate cells into the
circulation due to therapeutic interventions. However, this assay, unlike the use of a
tumour-specific marker, such as GSTP-1, is unable to discriminate normal cells from
prostate tumour cells. However, the clinical impact of these observations is far from
clear. At present, the biology of, in particular, the metastatic potential of circulating
prostate cells and their haematogenous clearance has not been established.*’RNA
targets are organ but not tumour-specific, consequently, RT-PCR based detection

methods appear to be of limited value as routine tumour markers for the detection of



urological malignancies in body fluids. Contrasting with mRNA based assays, DNA —
based molecular tumour markers are characterized by marked tumour specifity.?

Interestingly, the recovered blood from intraoperative field after

washing demonstrated positive results to GSTP-1 hypermethylation, corresponding
a smaller detection of 1-10 cells at this point (patients 1 and 8).

The use of different filters was also assessed in this study. Besides the
filter's physical properties (e.g. pore size), filtration is influenced by several process
parameters (e.g., flow rate, temperature, priming and rising) and the characteristics of
the component to be filtered (e.g., storage history of the component, number of
leucocytes and number of platelets). Filtration results, even with the same filter, may
vary under different conditions, thus Standard Operating Procedures (SOP) should be
developed and fully validated.?*?’In these patients, contrariwise to the results with
Leukotrap,® we were able to identify GSTP-1 methylation bearer cells after filtration.
These results point out to the necessity of irradiation in order to guarantee the
elimination of tumour cells in the recovered blood as previously suggested.® " **Again,
our testing by the association of WBC depletion filters and irradiation showed
differences with two types of WBC depletion filters, using real time methylation
specific PCR. This data indicates that more investigation is required to assess the
appropriate filter in cancer issue.

This pilot study has shown that filtration and irradiation of salvaged

blood is sufficient to ensure that tumour cells are removed from IABR during radical

prostatectomy.
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