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RESUMO 
 

Tobias-Machado M. Expressão do transcrito da citoqueratina 19 (CK-19) na fração 
mononuclear do sangue periférico em pacientes com adenocarcinoma de próstata  
[tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2007. 
Introdução: O emprego da técnica de RT-PCR na detecção da expressão de 
genes epiteliais como a CK-19 no sangue periférico de pacientes com câncer de 
próstata é uma oportunidade para avaliar a progressão tumoral ao nível molecular 
na ausência de doença clinicamente mensurável.  
Material e métodos: Inicialmente 10 pacientes com nível sérico de PSA< 2ng/ml 
e toque retal sugestivo de hiperplasia prostática benigna foram incluídos como 
grupo controle através de coleta de sangue única para dosagem do transcrito da 
CK-19. Subsequentemente,foram seguidos de maneira prospectiva 44 pacientes 
com câncer de próstata (21 com doença localizada e 23 com doença metastática), 
com coleta de sangue seriada a cada 3 meses por 18 meses.  Foi medida a 
expressão sérica do transcrito da CK-19 por RT-PCR na fração leucocitária do 
sangue periférico e correlacionada aos níveis séricos de PSA  e outras variáveis 
clinicas e patológicas.  
Resultados: Nenhum de 10 pacientes controles apresentou expressão do 
transcrito da CK-19 no sangue periférico. Nos pacientes com câncer de próstata a 
expressão do transcrito da CK-19 na entrada do estudo não se correlacionou com 
o escore de Gleason, estádio clínico e os níveis séricos de DHL, Hemoglobina, 
PSA, Fosfatase alcalina ou Testosterona. A presença de pelo menos uma 
dosagem positiva de CK-19 durante o seguimento se correlacionou com o tempo 
para a progressão bioquímica do PSA na amostra como um todo(p=0,049) e no 
subgrupo com doença metastática(p=0,032). 
Conclusão: Não houve expressão do transcrito da CK-19 na fração mononuclear do 
sangue periférico em homens do grupo controle. Nos pacientes com câncer de 
próstata não houve correlação entre a expressão do transcrito da CK-19 na entrada 
do estudo e as principais variáveis clínicas e patológicas de prognóstico. Nos 
pacientes com câncer de próstata, a presença de pelo menos uma dosagem positiva 
para o transcrito da CK-19 no seguimento se correlacionou com um menor tempo 
para recidiva bioquímica , especialmente no subgrupo de pacientes com doença 
metastática tratados com hormonioterapia. 
 
Descritores: Neoplasias da próstata, citoqueratinas/genética, reação da 
polimerase em cadeia, marcadores tumorais biológicos 
 



SUMMARY 
 

Tobias-Machado M. Cytokeratin 19 expression in the peripheral blood 
mononuclear fraction of prostate cancer patients.[tesis]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo; 2007. 
 

Background: The recent introduction of sensitive RT-PCR-based techniques for 
the detection of epithelial antigen expression, such as CK-19,in the peripheral 
blood of prostate cancer patients may provide an opportunity to evaluate early 
tumor progression at the molecular level, even in the absence of measurable 
disease.  
Methods: Ten men with PSA <2ng/ml and digital rectal examination suggestive for 
benign prostatic hyperplasia were included as controls by only one colleted blood 
sample to measure of CK-19 transcript. We also studied serially collected blood 
samples of 44 patients with prostate cancer (21 with localized and 23 with 
metastatic disease) every three months for 18 months. We measured CK-19 
transcript expression in the peripheral blood mononuclear fraction (PBMN) of 
these samples by RT-PCR and correlated it with PSA values and other clinical and 
pathologic variables.  
Results: None of the 10 normal control men showed CK-19 transcript expression 
in their PBMN.  In the patients with prostate cancer, CK-19 transcript  positivity at 
entry did not correlate with Gleason score, clinical stage, DHL, hemoglobin level, 
PSA, alkaline phosphatase or testosterone levels. Having at least one positive CK-
19 result during follow up correlated significantly with time to PSA progression in 
all coorte (p = 0.049) and in the subgroup of metastatic disease (p = 0.032).  
Conclusion: There are no expression of CK-19 transcript in the PBMN of control 
men. In prostate cancer patients there are no correlation between CK-19 at entry 
and the most important clinical and pathological prognostic variables. Prostate 
cancer patients that had at least one CK-19 transcript expression in the peripheral 
blood present lower time to PSA progression, specially  metastatic patients 
receiving hormonal therapy. 
 
Descriptors : 1-Prostatic neoplasms 2-Keratin/genetics  3-Polimerase chain 
reaction  4-Tumor markers biological 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 
 
1.1) Aspectos epidemiológicos do câncer de próstata 
 

 O câncer de próstata corresponde à neoplasia não-cutânea mais freqüente no 

homem e a segunda causa de óbito por câncer em homens nos Estados Unidos. 

Dados da American Cancer Society mostraram que 180.400 casos foram 

diagnosticados e 31900 pacientes morreram da doença em 20001. Devido aos 

programas de rastreamento, em que são empregados o exame retal digital e o 

antígeno prostático específico (PSA), hoje pôde ser verificada uma redução na 

mortalidade por câncer de próstata na população americana2,3. 

 Dados do Instituto Nacional do Câncer estimam que 47280 novos casos 

ocorrerão no Brasil em 2006, correspondendo também a segunda causa de morte por 

câncer em nosso país4 .Estatística publicada pela Fundação Oncocentro mostra que 

o câncer de próstata já é o terceiro tipo de câncer mais frequente em homens no 

Estado de São Paulo, com aumento nas taxas de mortalidade nos últimos 10 anos5.  

 

1.2) Principais fatores de prognóstico do câncer de próstata 
 
 Os fatores de prognóstico independentes já estabelecidos consistentemente 

em várias séries na literatura para avaliar pacientes com tumores da próstata são: 1) o 

nível de PSA; 2) o grau de diferenciação tumoral de acordo com a classificação 

proposta por Gleason e 3) estadiamento do tumor. 

 A utilidade do PSA no diagnóstico e seguimento será discutida na próxima 

sessão. 

 Características anatomo-patológicas do tumor primário frequentemente 

traduzem o comportamento biológico da neoplasia. 

 A graduação histológica descrita por Gleason é a mais aceita atualmente. 

Consiste da avaliação arquitetural das células neoplásicas contidas na porção 

glandular com relação ao estroma prostático. Nesta classificação são descritos 5 

graus histológicos (1 a 5), com valor crescente dos tumores bem diferenciados para 

os indiferenciados6. A característica de multifocalidade com freqüentes diferenças no 

grau de diferenciação de cada foco levaram a adoção do escore de Gleason. O 

escore de Gleason nada mais é do que o somatório dos 2 padrões mais encontrados 
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considerando-se todo o material histológico a ser avaliado. Em produtos de biópsia 

prostática a Academia Americana de Patologia sugere que o padrão mais comum 

seja somado ao mais indiferenciado, melhorando assim a correlação entre o escore 

em produtos de biópsia e a peça cirúrgica7.  

 Tumores com escore de Gleason de 2-6 (bem diferenciados) apresentam 

melhor prognóstico e maior sobrevida câncer específica. A presença de escore de 

Gleason de 8 a10 (indiferenciados) confere uma maior chance de recidiva da doença 

e mortalidade por câncer de próstata. O escore de Gleason 7 apresenta prognóstico 

intermediário( moderadamente diferenciados)8.  

 A avaliação da extensão do câncer através do seu estadiamento é também um 

elemento fundamental para guiar a terapêutica e avaliar o prognóstico. Como norma 

internacional para padronização de resultados o sistema mais utilizado é o TNM 

(apêndice c).  O estadiamento clínico é inicialmente baseado na realização do exame 

digital da próstata (toque retal). As informações relativas ao toque retal associadas ao 

nível sérico do PSA e ao escore de Gleason indicam a necessidade de exames 

subsidiários (tomografia computadorizada de abdômen e pelve, cintilografia óssea e 

RX de tórax) para o estadiamento da doença a distância9: 

 O estadiamento patológico pode ser obtido nos pacientes submetidos a 

cirurgia radical através da análise histopatológica do espécime cirúrgico. O 

estadiamento é um dos principais indicadores independentes de prognóstico e 

sobrevida em pacientes com câncer de próstata10. A sobrevida global para pacientes 

com doença órgão confinada (estágios 1 e 2) que receberam uma terapia de controle 

local é maior do que 90% em 10 anos11. A progressão bioquímica da doença, ou seja, 

a elevação do PSA pode ocorrer de 15-30% dos pacientes submetidos a cirurgia 

radical12. Em uma grande série de pacientes operados e que apresentaram elevação 

do PSA(16% do total), o tempo médio para o aparecimento de metástases 

mensuráveis foi de 7 anos e o tempo de sobrevida médio foi de 13 anos13. Por outro 

lado, outros trabalhos mostram que a presença de doença metastática (estágio 4) ao 

diagnóstico é caracterizada por sobrevida média de 4,5 anos14,15.   
 Através da integração destes dados (estadiamento, escore de Gleason e 

PSA), é possível se construir algoritmos prognósticos que, na forma de nomogramas, 

permitem que se possa estimar a possibilidade de doença confinada à próstata, 

doença localmente avançada, doença em estádio disseminado16. Alguns 

nomogramas que avaliam pacientes seguidos a longo prazo permitem estimar a 
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chance de recidiva de tumores prostáticos após tratamentos locorregionais tais como 

a cirurgia e radioterapia17,18. O nomograma do Memorial Sloan Kettering Cancer 

Center (mais conhecido como nomograma de Kattan) foi recentemente atualizado 

para estimar a chance de recidiva bioquímica 10 anos após a prostatectomia radical. 

O modelo de Kattan foi validado em amostra externa com um grau de concordância 

de 79%18.  Apesar dos nomogramas serem úteis, há ainda espaço para um maior 

refinamento prognóstico no sentido de melhor se poder identificar, dentre os pacientes 

classificados como de bom prognóstico ou de baixo risco para recidiva, aqueles que 

irão recidivar e para os quais tratamentos mais agressivos poderiam ser aplicados  
 

1.3) Antígeno prostático específico(PSA) e câncer de próstata 
 

 O PSA, o principal marcador tumoral do ser humano, é uma glicoproteína 

produzida pelo tecido prostático e que tem revolucionado o diagnóstico precoce e o 

seguimento terapêutico de pacientes com adenocarcinoma de próstata. É possível 

correlacionar os valores séricos de PSA com o volume tumoral, o estadiamento e a 

graduação histológica19,20,21. 
 Além de sua ampla utilização no diagnóstico do CaP, o PSA é importante 

como fator preditivo para o estadiamento e no acompanhamento pós-tratamento 

destes pacientes. Com relação ao estadiamento clínico, sabe-se que valores de PSA 

menores do que 2,5 ng/ml estão relacionados a tumores localizados em mais de 80% 

dos casos. Nos pacientes com PSA>20ng/ml a chance de doença extraprostática é 

maior do que 50%.  Por outro lado, níveis de PSA>50 ng/ml geralmente 

correspondem à doença metastática por ocasião do diagnóstico ou no intervalo de um 

ano22. 

 Níveis séricos inferiores a 0,2 ng/ml no pós-operatório de prostatectomia 

radical, indicam resultado cirúrgico adequado. A elevação progressiva indica 

recorrência bioquímica da doença12,23. A presença de metástase mensurável ocorre 

em média 7 anos após a recidiva bioquímica 13.                     
 A cinética de progressão do PSA no pós-operatório, representados pelo tempo 

de duplicação do PSA e pela velocidade do PSA, auxilia na distinção entre recidiva 

local ou sistêmica e nas avaliações de progressão da doença e risco de morte por 

câncer de próstata. 

 O aumento dos níveis séricos em intervalo menor do que 1 ano do tratamento 
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inicial e um tempo de duplicação de PSA menor do que 3 meses sugerem doença 

sistêmica. Um intervalo maior que 1 ano para a elevação do PSA com velocidade de 

duplicação maior do que 1 ano sugerem recidiva local24. 

 A elevação de 2ng/ml no ano que antecede o diagnóstico de câncer de 

próstata é um forte fator preditivo para mortalidade pela doença25. 

 Dados recentes mostraram também que a elevação do PSA nos primeiros 3 

anos da cirurgia, a presença de escore de Gleason 8-10 ou um tempo de duplicação 

do PSA no acompanhamento menor do que 9 meses foram fatores preditivos 

independentes de morte por câncer de próstata em pacientes submetidos a cirurgia 

radical26.   

 Com relação à radioterapia (externa ou braquiterapia), acredita-se que o nadir 

(nível mais baixo atingido por aquele determinado caso) de PSA ocorra entre 12-18 

meses , e que os melhores resultados a longo prazo ocorram quando este for inferior 

a 0,2ng/ml. Valores maiores do que 4 ng/ml, após 6 meses, associam-se à maior 

chance de progressão, isto é, falência terapêutica12,27 .  
 A redução dos níveis de PSA, após a ablação androgênica, é observada em 

aproximadamente 80% dos pacientes.   Nos pacientes cujo nadir é menor do que 4 

mg/ml a média de sobrevida é quatro vezes maior se comparada àqueles com 

nadir<4 ng/ml28.  Não devemos esquecer que a deprivação androgênica reduz a 

síntese de PSA, independentemente da destruição das células neoplásicas.  Ainda 

que, na maioria das vezes, a remissão e a progressão do câncer estejam 

relacionados à diminuição e aumento, respectivamente, dos níveis de PSA, pode 

haver progressão na vigência de níveis estáveis de PSA29. 

 

 

1.4) Limitações dos fatores de prognóstico tradicionais 
 

 Existem pelo menos três situações clínicas evidentes na qual a monitorização 

através dos níveis de PSA e o emprego de outros fatores de prognóstico são 

imprecisos na avaliação clínica dos pacientes com câncer de próstata: 1) na doença 

micrometastática pré-operatória; 2) na monitorização da recidiva bioquímica após 

tratamento local e 3) na vigência de bloqueio hormonal. Especialmente nestas 

circunstâncias, está justificada a pesquisa de métodos diagnósticos ou marcadores de 

atividade de doença com maior acurácia. Uma das alternativas para melhorar nossa 
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capacidade preditiva nestas situações seria o estudo de marcadores diferentes dos já 

existentes como, por exemplo, a pesquisa de células do carcinoma de próstata na 

circulação sanguínea ou na medula óssea. A presença destas células, indetectáveis 

pelos métodos imagenológicos convencionais e por marcadores como a dosagem 

sérica de PSA, denominamos doença micrometastática.  

 O tratamento curativo da doença confinada à próstata pode ser realizado 

através de prostatectomia radical ou de radioterapia. Sabe-se que até 30 % dos 

pacientes submetidos à prostatectomia radical, apesar de todos os exames de 

estadiamento pré-operatório, correspondem a pacientes com doença extra-

prostática12. A informação acurada a respeito da disseminação antes da terapia local  

poderia permitir a indicação de um tratamento mais eficiente para cada caso. 

 Dos pacientes que irão recidivar após o tratamento local, não é possível 

determinar claramente quais são aqueles que terão uma evolução para doença 

clinicamente manifesta num período de tempo menor e, em conseqüência, uma maior 

chance de sucumbir pela doença. Neste contexto, um marcador que pudesse 

determinar a disseminação da doença seria útil no sentido de selecionar melhor os 

pacientes que necessitarão de tratamento sistêmico mais precoce. 
 Outra situação de difícil avaliação é a detecção precoce de pacientes que 

desenvolverão resistência ao tratamento hormonal. O tratamento clássico da doença 

metastática é a hormonioterapia. Dos pacientes com doença metastática, 80 % 

apresentarão respostas objetivas após a instituição do bloqueio androgênico30. Esta 

resposta pode ser avaliada através da melhora clínica e da redução dos níveis de 

PSA. Após um tempo médio de 24 meses, ocorrerá resistência ao tratamento 

hormonal de primeira linha31. Nesta circunstância, a maioria apresentará progressão 

dos nívies de PSA que previamente encontravam-se estáveis como sinal inicial deste 

evento. Porém uma parcela dos pacientes apresentarão progressão da doença na 

vigência de níveis estáveis de PSA29. A antecipação bioquímica da resistência 

hormonal poderia possibilitar ao paciente a aplicação de uma terapia de segunda 

linha em boas condições físicas antes da progressão clinicamente manifesta da 

doença32.  
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1.5) Avaliação da doença micrometastática em câncer de próstata 
 

 Nos últimos 10 anos, a identificação de células neoplásicas na corrente 

sanguínea ou na medula óssea de pacientes com câncer, aparentemente confinados 

ao órgão de origem, abriu uma nova fronteira para o que alguns autores passaram a 

denominar como estadiamento molecular. 

 O real significado biológico da presença de células epiteliais na corrente 

sanguínea de pacientes com câncer não está completamente esclarecido. 

Dependendo das características do tumor primário, a detecção destas células poderia 

traduzir um maior volume tumoral ou uma adaptação celular para vencer a barreira do 

tumor primário, sobreviver na corrente circulatória e eventualmente  se alojar a 

distância. 

 Apesar de tratar-se de assunto bastante controverso, a presença de células 

epiteliais no sangue periférico de pacientes com câncer de próstata se correlacionou 

com fatores de prognóstico adverso 33-35, conferindo também um pior prognóstico em 

termos de intervalo livre de doença e sobrevida global em várias séries da literatura36-

40. A maioria dos referidos estudos avaliaram como marcadores o antígeno prostático 

marcador de membrana (PSMA)33,34, o antígeno prostático específico (PSA)36,38,39, e a 

calicreína37,41 por RT-PCR no sangue periférico como marcadores da presença de 

células circulantes. Porém, algumas limitações metodológicas como a expressão 

destes testes na fração leucocitária periférica, o aumento na freqüência da detecção 

por RT-PCR do mRNA para PSA após a biópsia prostática ou a prostatectomia radical 

bem como as questões referentes a especificidade dos ensaios são as principais 

críticas relacionadas a estes estudos42-45. 

 Vários autores procuraram detectar doença residual mínima em pacientes com 

câncer utilizando diversas técnicas como a imunoperoxidase e a reação de 

polimerase em cadeia . Estas técnicas se baseiam na pesquisa de células tumorais 

presentes no sangue e medula óssea dos pacientes através da detecção da 

expressão de antígenos epiteliais. Estes antígenos são expressos por células 

oriundas de tecidos epiteliais e que não são expressos, entretanto, por células 

hematopoéticas46,47. A detecção destes antígenos no sangue de pacientes com 

neoplasias epiteliais é interpretado, então, por alguns autores, como decorrente da 

disseminação hematogênica  destes tumores 48-52. O significado clínico deste achado, 

no entanto, está em intensa investigação. O encontro de células epiteliais no sangue 
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periférico destes pacientes poderiam ter diferentes significados clínicos dependendo 

do contexto de sua ocorrência. Assim, ao diagnóstico, o achado de células tumorais 

circulantes poderia implicar, mesmo em casos operáveis, em uma doença já 

disseminada para a qual alternativas terapêuticas incluindo uma abordagem sistêmica 

poderiam ser indicadas. Da mesma maneira, a detecção destas células durante o 

seguimento poderia significar uma recaída tumoral precoce para a qual mudanças no 

esquema terapêutico ou a introdução do tratamento sistêmico, respectivamente, 

poderiam ser preconizadas. Alguns estudos clínicos têm demonstrado o valor 

prognóstico da detecção da CK-19 sangue periférico em pacientes com carcinoma 

escamoso do pulmão e adenocarcinoma de mama, antes e após o tratamento 53-57. 

 Há pelo menos 30 estudos que avaliaram a importância da técnica de PCR 

para PSA ou PSMA na avaliação de pacientes com CaP58-59. De todos estes, dez 

trabalhos mostraram correlação de prognóstico na detecção de doença extracapsular, 

com superioridade sobre os parâmetros clínicos, patológicos e os valores do PSA no 

pré-operatório de pacientes com doença localizada60-72. Os demais trabalhos não 

conseguiram demonstrar correlação.  
 Os resultados mais importantes foram obtidos pelo grupo da Universidade de 

Columbia60-67. Inicialmente demonstraram correlação entre a positividade do PSA RT-

PCR e a presença de margens cirúrgicas positivas e penetração capsular do tumor60-

61. O valor preditivo para detecção de doença extracapsular variou de 64-80 % 62-63, 

quando comparado a 40-50% se avaliados apenas o PSA sérico e o escore de 

Gleason64. Foi demonstrada também relação estatisticamente significativa entre RT-

PCR e estádio  T365. Recentemente, observaram que se o teste fosse aplicado em 

pacientes com níveis de PSA sérico > 10 ng/ml, a sensibilidade de detectar um 

estádio T3 chegava a 91 % 66. 

 Já Okegawa e colaboradores demostraram que o PSMA RT-PCR era capaz 

de distinguir os pacientes que apresentavam doença confinada à próstata daqueles 

com extensão extraprostática. O valor preditivo foi de 77 %, quando comparado a 63 

% quando utilizados o valor de PSA  sérico e de escore de Gleason67. Um terceiro 

grupo também mostrou importância empregando técnica combinada de PSA e 

PSMA68,69. Apresentaram sensibilidade de 67 % e especificidade de 91 % na 

detecção de extensão extracapsular. 

  O seguimento a longo prazo em algumas séries revelou também a correlação 

da detecção destes antígenos de células neoplásicas circulantes e a maior 
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probabilidade de recidiva bioquímica em pacientes com doença localizada70-72. Mc 

Intyre e colaboradores estudando 51 pacientes onde se optou pela observação 

vigilante, observaram que naqueles que progrediram e apresentavam RT-PCR para 

PSA positivo ocorreu uma velocidade de elevação do PSA significativamente maior 

do que aqueles que não negativos73. Num estudo com 390 pacientes submetidos a 

cirurgia radical, a presença de recidiva bioquímica foi maior nos pacientes que tinham 

expressão positiva para RT-PCR para PSA no pré-operatório. O mesmo achado foi 

reportado por Okegawa e colaboradores empregando RT-PCR para PSMA74.  
 A presença de células circulantes em pacientes com doença metastática 

parece ter também um importante significado biológico.  Kantoff e colaboradores , 

estudando 156 pacientes com doença hormônio-refratária incluídos num protocolo 

multicêntrico, observaram uma positividade para RT-PCR para PSA em 48% dos 

pacientes. O intervalo de sobrevida médio no grupo que expressava o marcador foi de 

13 meses, quando comparado a 18 meses naqueles que não expressavam o 

marcador75. Em um outro estudo que incluiu 100 pacientes, Ross e colaboradores 

mostraram também que a expressão de RT-PCR para PSA se correlacionava com o 

tempo para progressão da doença e a resposta a quimioterapia em pacientes com 

doença refratária a hormônios76. 

 O´Hara e colaboradores, em um trabalho recente estudou um painel de 37 

diferentes genes expressos por células neoplásicas circulantes em 23 amostras de 9 

pacientes com câncer de próstata metastático. Interessantemente os autores 

perceberam que a expressão gênica variava muito de paciente para paciente, sendo 

que dentre os genes pesquisados o PSA esteve presente em 20 de 23( 87%), o 

PSMA em 17 de 23 (74%), o receptor androgênico em 16 de 23 ( 70%), a calicreína 

humana tipo 2 em 7 de 23  (30%), o receptor do fator de crescimento epidérmico em 4 

de 23 (17%). Os únicos marcadores presentes em todas as 23 amostras foram a CK-

19 e a mucina-177 Provavelmente o processo de transformação neoplásica leva a 

alteração na expressão de alguns genes específicos da próstata normal como o 

PSMA, o PSA e a calicreína. Os resultados deste estudo apontam claramente para a 

utilidade diagnóstica da detecção da CK-19 em células tumorais circulantes em 

comparação com outros marcadores considerados como mais específicos para o 

tecido prostático.  

 No entanto, quanto procuramos estudos clínicos para a detecção de células 

circulantes contendo citoqueratinas em pacientes com câncer de próstata, a literatura 
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é bastante escassa. Nussbaum e colaboradores isolaram células neoplásicas em 2/4 

casos de CaP 78. Plantz e colaboradores observaram , em amostra de 15 pacientes, 

uma correlação entre a presença de citoqueratina-18 no sangue periférico e estádio 

tumoral, grau, positividade de linfonodos, níveis de PSA antes e após cirurgia radical 
79. Kramer e colaboradores demonstraram que ocorreu importante correlação da 

expressão da CK-18 no seguimento de pacientes submetidos a bloqueio hormonal, 

com importantes implicações de prognóstico 80.  Kaneda e colaboradores foram os 

primeiros a descreverem a positividade da CK-19 em 3 de 7 pacientes com câncer de 

próstata 81. Ainda que tenha sido um estudo com poucos pacientes, todos aqueles 

que apresentavam CK-19 positiva no sangue periférico eram pacientes com doença 

metastática, sugerindo a associação deste marcador com os estágios mais 

avançados da doença.  

 

1.5.1) Citoqueratina-19(CK-19)  
 

 1.5.1.1) Definição e estrutura química 
 

  As citoqueratinas, uma das cinco classes de filamentos protéicos 

citoplasmáticos, são normalmente expressas em células epiteliais e mesenquimais 

normais(figura 1). Tumores epiteliais geralmente expressam o filamento intermediário 

em seu tecido de origem. Os tecido prostático e normal, e com distúrbios proliferativos 

tanto benignos como malignos expressam uma variedade de citoqueratinas 82  

  A citoqueratina 19, uma proteína de 40 kDa, é a menor de uma classe 

denominada  de citoqueratinas maiores, e pode ser detectada em tecido através de 

eletroforese ou através de imunohistoquímica.  A citoqueratina 19 (CK-19) é um 

marcador expresso em uma variedade de epitélios normais e neoplásicos incluindo o 

tecido prostático 83.   
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Figura 1. Fotografia de tecido prostático submetido a imunohistoquímica para 

marcação de citoqueratina. Observar que as células epiteliais da próstata (setas 

vermelhas) são fortemente marcadas pelo corante, em contraste as células estromais 

onde não há marcação. 

 

 
 
 1.5.1.2) CK-19 e próstata 
 
 Com relação a análise anatomopatológica , foi demonstrado que existe um 

padrão heterogêneo de distribuição da CK-19 em tecido prostático humano. Prasad e 

colaboradores, estudando células de câncer prostático “in vitro”, observaram que 

pode existir uma perda de expressão de CK-19 acompanhada de alterações 

morfológicas nos pacientes com tumores mais indiferenciados84 Entretanto, o 

seguimento clínico de pacientes com câncer de próstata através da detecção sérica 

da CK-19 ainda não está estabelecida. 

 Em contraste com o câncer de mama, onde este marcador tem sido 

amplamente estudado, foi encontrado apenas 1 pequeno estudo81  que descreveu a 

positividade de CK-19 em 3 de 7 pacientes com câncer de próstata, todos com 

doença metastática. Nenhum estudo prospectivo com maior amostra de pacientes 

havia sido descrito previamente 
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1.5.2) Aspectos técnicos da detecção da CK-19 no sangue periférico   
 
 1.5.2.1) Técnica de RT-PCR 85 
 Por esta técnica o DNA pode ser amplificado milhões de vezes, permitindo que 

um pequeno fragmento específico de DNA seja detectado (figura 2). Pelas 

características descritas, o método é extremamente sensível e sujeito a resultado 

falso positivo se ocorrer contaminação por material externo.  

 A técnica de PCR se baseia na capacidade de uma enzima Taq polimerase 

manter-se ativa durante altas temperaturas, onde o DNA é desnaturado. Os 

ingredientes da reação são um fragmento de DNA que se deseja amplificar, a Taq 

polimerase, nucleotídeos portadores dos 4 tipos de bases nitrogenadas(A,T,C,G) e 

dois oligonucleotídeos (denominados “primers”) que são complementares as duas 

extremidades (5´ e 3´) do fragmento de DNA que será amplificado.  

 O material é então submetido a alternância de ciclos térmicos. 

 Na fase de temperatura elevada o DNA se desnatura. 

 Com a redução da temperatura, ocorre a hibridização das extremidades do 

fragmento de DNA com os oligonucleotídeos complementares ao fragmento a ser 

estudado. Ainda neste momento, o espaço entre dois oligonucleotídeos será 

preenchido pelos nucleotídeos contidos na reação, utilizando como modelo a fita de 

DNA original da reação. 

 Um novo ciclo térmico se inicia, ocorrendo desta vez a desnaturação de quatro 

fitas de DNA que servirão como modelo para quatro outros fragmentos quando a 

temperatura baixar e assim por diante a cada ciclo.  

 O produto final da reação é uma grande quantidade de DNA amplificado, 

misturado no preparado com o DNA original que deu base a reação. 

 O produto final da reação é submetido a separação eletroforética em gel de 

agarose corado com um ligante do DNA (brometo de etídio). Desta forma obteremos 

a visualização gráfica da banda correspondente ao peso molecular do fragmento que 

se amplificou . 
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Figura 2. Esquema ilustrativo da reação da polimerase em cadeia  

( Imagem adaptada da internet -  localizada no endereço www.ma.uni-heidelberg.de) 

 

 
 

 

 1.5.2.2) Experiência com pesquisa de RT-PCR para CK-19 em pacientes 
com câncer 
 
 Estudos preliminares demonstraram que é possível se detectar células que 

expressam este antígeno pela técnica de transcrição reversa e polimerase em cadeia 

(RT-PCR) com uma sensibilidade de 1:106  células86  Entretanto, o estudo da 

expressão do CK-19 através da técnica de RT-PCR sofre críticas pela sua potencial 

baixa especificidade. Datta e colaboradores, através da técnica de RT-PCR para 

detecção da expressão de CK-19, detectaram a expressão deste antígeno em câncer 

de mama87. Adicionalmente, Krismann e colaboradores , utilizando a mesma técnica, 

detectaram a expressão de CK-19 no sangue periférico de 20% dos espécimes dos 

controles utilizados no seu estudo88. A possibilidade da presença de baixos níveis de 

transcrição ilegítima do antígeno CK-19 pelas células hematopoéticas, detectável por 
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esta técnica tão sensível, foi aventada para se explicar estes achados não 

específicos. Uma outra alternativa é que se esteja detectando o produto de um 

pseudogene o que, entretanto, parece improvável devido aos oligonucleotídeos 

empregados inicialmente para evitar esta eventualidade89. 

 Demonstramos anteriormente90 que a técnica de RT-PCR pode ser melhorada 

sensivelmente atingindo-se 100% de especificidade se usarmos apenas a primeira 

das duas etapas de amplificação utilizadas por Datta 87 e Krismann 88. A técnica, 

como utilizada por estes autores, consiste em duas etapas.  Após extração do RNA 

total e reação de transcrição para obtenção de cDNA, procede-se a primeira etapa de 

amplificação à qual se sucede uma etapa subseqüente de amplificação com 

oligonucleotídeos agora complementares a regiões contíguas e mais internas àquelas 

flanqueadas pelos oligonucleotídeos primeiramente utilizados (“nested primers”). 

 Ao estudarmos a fração mononuclear do sangue periférico de 52 doadoras de 

sangue normais utilizando-se apenas a primeira fase da amplificação desta técnica 

não detectamos a expressão de CK-19 em nenhuma das amostras90. Entretanto, na 

segunda etapa de amplificação da técnica de RT-PCR, detectamos a expressão de 

CK-19 em 10 das 52 mulheres normais. Paralelamente, determinamos a sensibilidade 

de cada etapa desta reação através de experimentos com culturas celulares onde 

diluímos células originadas de carcinoma mamário MCF-7 (controle positivo) em 

suspensão de células linfoblastóides CEM (controle negativo). Com estes 

experimentos dilucionais, demonstramos que ambas as etapas da reação conseguem 

atingir uma sensibilidade de 10-6, ou seja, detectam 1 célula MCF-7 em 106  células 

CEM. Concluímos, portanto que, naquele estudo a execução apenas da primeira 

etapa da reação permitiu que se detectasse a expressão de CK-19  na fração 

mononuclear do sangue periférico com uma especificidade de 100% . Desta maneira, 

poderia se prescindir da segunda etapa da reação de RT-PCR, abrevia-se ainda o 

tempo necessário para a execução da técnica, tornando-a, portanto, mais simples90. 

 Em um outro estudo desta linha de pesquisa, Manhani e colaboradores 

avaliaram prospectivamente 53 pacientes com carcinoma de mama91. Observaram 

inicialmente que a primeira dosagem realizada antes do tratamento cirúrgico quando 

negativa relacionou-se significativamente com a presença de margens livres na 

avaliação anatomo-patológica da peça. Foi verificado também durante o seguimento 

que a negatividade de CK-19 correlacionou-se com a resposta à quimioterapia 3 

meses após o inicio do tratamento e que houve uma tendência a negativação do 
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marcador durante o tratamento quimioterápico. Os autores concluem que os 

resultados são encorajadores, sendo necessários estudos adicionais para determinar 

o papel da aplicação do marcador no acompanhamento de pacientes com carcinoma 

mamário91.    
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2.  OBJETIVOS 
 

1) Verificar a expressão sérica da CK-19 em indivíduos considerados como controles 

do sexo masculino; 

2)Analisar a expressão de CK-19 na fração mononuclear do sangue periférico de 

pacientes com câncer de próstata antes do início e durante o tratamento instituído 

para avaliar se esta se correlaciona com reconhecidos fatores de prognóstico nesta 

doença . 
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3. MÉTODOS 
 
3.1) Critérios de inclusão e exclusão 
 O desenho e a metodologia empregada neste estudo foram definidos no ano 

de 2001. 

 Inicialmente planejamos incluir 10 pacientes portadores de hiperplasia 

prostática benigna com indicação cirúrgica e níveis séricos de PSA< 2ng/ml em coleta 

única como grupo controle do sexo masculino. 

 Todos os pacientes com câncer de próstata candidatos a inclusão no estudo 

foram submetidos a confirmação anatomo-patológica através de biópsia prostática 

com 12 fragmentos realizada segundo condições técnicas padronizadas em nosso 

serviço92-95. Após o esclarecimento sobre os objetivos e procedimentos do estudo, 

selecionamos 44 pacientes (21 com doença localizada e 23 com doença metastática) 

consecutivos com câncer de próstata sem tratamento prévio, independentemente das 

características do tumor ou do nível sérico de PSA. 

 Todos os 54 indivíduos da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre 

e esclarecido previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa institucional. 

 Foram excluídos os pacientes que não aceitaram participar ou aqueles 

considerados como não confiáveis para o seguimento proposto. 

 

3.2) Obtenção de dados patológicos e clínicos 
 
 Em nossa Instituição, todos os exames anátomo-patológicos oriundos dos 

Hospitais de Ensino são rotineiramente remetidos ao Departamento de Patologia da 

Faculdade de Medicina da Fundação ABC onde são submetidos a avaliação 

anátomo-patológica padronizada92. Foi adotado o escore de Gleason como avaliação 

da graduação tumoral7. 

 A avaliação clínica de todos os pacientes foi realizada pessoalmente pelo 

pesquisador e sua equipe, através de ficha previamente estabelecida e padronizada. 

A conduta terapêutica foi instituída de acordo com um protocolo institucional através 

das diversas opções possíveis para cada caso.  
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3.3) Tratamento e acompanhamento ambulatorial 
 

 Todos os pacientes com câncer de próstata clinicamente localizado foram 

submetidos a prostatectomia radical e os pacientes com doença metastática 

receberam tratamento com orquiectomia subcapsular ou Gosserrelina 10,8mg a 

cada 3 meses. As coletas de sangue(20ml) foram realizadas por venopunção 

periférica antes do início do tratamento e durante o seguimento destes pacientes, 

a intervalos de 3 meses por 18 meses. Nos pacientes operados, a primeira coleta 

pós-operatória foi realizada num período mínimo de 30 dias após a cirurgia. 

 O acompanhamento foi realizado trimestralmente através de consulta 

clínica e dosagem do PSA para todos os pacientes. O nível de PSA foi medido 

através de ensaio imunoenzimático (Abbott laboratories, Abbott Park, IL). Nos 

pacientes com doença metastática também foram obtidas dosagens de 

testosterona, fosfatase alcalina e hemograma completo trimestralmente e estudos 

de avaliação por imagem ( RX do tórax, tomografia do abdômen total e 

cintilografia óssea ) a cada 6 meses ou quando se suspeitava de progressão da 

doença. Uma boa resposta ao tratamento foi definida como nível sérico de PSA 

menor do que 0,2ng/ml nos pacientes submetidos a cirurgia radical ou um nadir 

menor do que 4ng/ml nos pacientes com doença metastática. Consideramos 

como resposta ao tratamento para os pacientes com doença mensurável 

bidimensional em partes moles a) resposta completa: desaparecimento de todas 

as lesões sem o aparecimento de novas lesões b) resposta partial: redução de 

pelo menos 50% nos maiores diâmetros sem qualquer outra nova lesão 

detectada, c) resposta mínima, doença estável ou progressão foram considerados 

como ausência de resposta para fins deste estudo91. 

 A progressão do PSA após o tratamento foi definida como uma elevação 

qualquer a partir de um PSA basal >0,2ng/ml que tenha sido confirmada por 

qualquer elevação nas 2 dosagens sequenciais23. Foi considerado como tempo 

para progressão do PSA o intervalo de tempo em meses da entrada no estudo até 

a primeira das 3 dosagens que resultaram no diagnóstico de progressão.  
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3.4) Técnicas de biologia molecular 
 

3.4.1) Separação do RNA e síntese do cDNA pela técnica de RT-PCR 

            Para a obtenção do botão de células mononucleares, foi adicionado aos 

20 ml de sangue periférico, igual volume do tampão de lise de glóbulos vermelhos 

( 1 mM NH4HCO3; 14 mM NH4Cl). A solução então foi acondicionada em gelo e 

submetida à agitação constante durante 30 minutos. Após, a solução era 

submetida à centrifugação em temperatura ambiente durante 30 minutos. Ao 

término da centrifugação o sobrenadante foi desprezado e o botão de células 

mononucleares estará pronto para posterior utilização.  

 Todas as soluções utilizadas para extração de RNA eram tratadas 

previamente com 0,1% Dietil Pirocarbonato (DEPC) (Sigma, St. Louis,MO).  

            O botão foi então ressuspenso em 1ml de TRIZOLTM reagente (GIBCO-

BRL, Life Technologie, Gaithersburg, MA), incubado por 5 minutos a temperatura 

ambiente, sendo adicionado 200 ml de clorofórmio. Após breve agitação as 

amostras eram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 oC. O 

sobrenadante era separado e precipitado com isopropanol. Ao redor de 60% do 

volume é mantido em banho de gelo por 30 minutos. Após esse período, a 

amostra era novamente centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos, o 

sobrenadante era descartado e o botão lavado com etanol 70%, brevemente seco 

e ressuspenso em 100ml de H2O tratada com DEPC e estocado a - 70 o C até 

posterior processamento. 

            A concentração de RNA foi determinada através da utilização do 

espectrofotômetro GeneQuant DNA/RNA Calculator (Pharmacia, LKB 

Biotechnology, Sweden) nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. Foram 

utilizados somente preparados de RNA com relação A280/A260 igual a 0,5. 
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3.4.2) Estudo da Expressão de CK-19 

            O estudo da expressão de CK-19 foi realizada através da técnica 

denominada RT-PCR, onde utilizou-se a transcriptase reversa e posteriormente a 

reação de polimerase em cadeia (PCR). Nesta técnica, utilizamos o gene 

GAPDH e rRNA como controle interno de amplificação para determinar a 

integridade do RNA e também como fator de correção da quantidade de cDNA 

para cada amostra. Um micrograma de RNA total foi utilizado na síntese de DNA 

complementar (cDNA) através da utilização da enzima Superscript II Rnase II 

transcriptase reversa (GIBCO-BRL Life Technologie, Gaithersburg, MA). Ao RNA 

era adicionado 100 pmoles de uma solução de oligo dT e acrescentado água 

tratada com DEPC até completar o volume de 12ml. A reação era aquecida a 

70oC durante 10 minutos e logo depois esfriada em gelo. Posteriormente eram 

adicionado os seguintes reagentes para um volume final de 20ml :10x tampão da 

enzima (fornecida pelo fabricante) , 0,1 M dithiothreitol, 500 mM de cada um dos 

deoxinucleosídeos, 200 unidades de Superscript II. A reação era processada a 42 

oC durante 1 hora.  

            Os primers utilizados para a amplificação de CK-19, GAPDH e rRNA 

foram:  CK-19 senso, 5' AAG CTA ACC ATG CAG AAC CTC ACG ACC GC 3'; 

antisenso, 5' TTA TTG GCA GGT CAG GAG AAG AGC C 3'; GAPDH senso, 5' 

ATG ACA TCA AGA AGG TGG TG 3'; antisenso, 5' CAT ACC AGG AAA TGA 

GCT TG 3´ e rRNA senso 5´ GTC TGT GAT GCC CTT AGA TG e antisenso 3´ 

AGC TTA TGA CCC GCA CTT AC. O volume total da  reação de PCR foi de 25ml 

e consistia de : 2 a 5ml do cDNA, 5pmoles de cada um dos primers senso e os 

primers antisenso para CK-19, GAPDH e RRNA, 200mM de cada um dos 

deoxinucleosídeos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2,5ml do tampão da enzima, 2 

unidades de Taq polimerase. As reações foram preparadas separadamente para 

cada um dos genes e submetidas à amplificação simultaneamente no mesmo 

termociclador (DNA Engine-PTC 200, MJ Research). A amplificação era realizada 

com 35 ciclos que consistirão de 50 segundos de desnaturação a 94 oC e 90 

segundos de anelamento e extenção a 72 oC. Após a amplificação 5ml do produto 

resultante da amplificação era submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% 

com voltagem de 100 V e corado com brometo de etídio (10 mg/ml) para posterior 
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visualização. Os fragmentos esperados são de 1069 pb e 200 pb para os genes 

CK-19, GAPDH e rRNA respectivamente.  

 Neste estudo, a expressão de CK-19 foi interpretada como presente ou 

ausente. Os resultados foram documentados através da fotografia do gel 

(Polaroid Foto Documentation Camera). 

 Como controle de qualidade, todos os testes foram realizados em triplicata. 

Os resultados deveriam ser coincidentes em pelo menos 2 das 3 amostras 

medidas para inclusão na análise dos dados. Os resultados da expressão de CK-19 

foram obtidos pela equipe do laboratório de biologia molecular de maneira 

mutuamente cega, não havendo qualquer influência dos resultados obtidos na 

conduta terapêutica instituída . 

 

3.5) Metodologia estatística 
 

3.5.1) Cálculo da amostra 
 Como o nosso objetivo foi explorar a avaliação da expressão de CK-19 nesta 

população de pacientes e na literatura não havia relato de estudo nesta área, não 

tinhamos dados preliminares que nos permitissem calcular o número mínimo de 

pacientes necessário  para se detectar diferenças estatisticamente significativas entre 

aqueles que expressam ou não CK-19 em relação as demais variáveis analisadas.  

 

3.5.2) Testes aplicados 96 
 Na avaliação de variáveis categóricas foram utilizados os testes de 

quiquadrado e exato de Fisher.  

 O teste para análise de variância (ANOVA) foi utilizado quando o objetivo 

foi correlacionar variáveis contínuas e categóricas.  

 Para a análise gráfica de sobrevida livre de eventos entre os grupos que 

apresentavam CK-19 positivo e negativo foi empregado o teste de Peto-Wilcoxon. 

 Análise multivariada não foi realizada devido ao tamanho da amostra. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1) Pacientes do grupo controle 
 
 Dez pacientes foram selecionados para inclusão no grupo controle. 

A idade média dos indivíduos era 70anos(60-85 anos). Cinco pacientes 

eram de raça branca e 5 pacientes eram de raça negra/afro-descendentes. O 

tamanho médio da próstata foi de 40g(25-65g) e o nível sérico médio de PSA foi 

de 1,3 ng/ml(0,5-1,9 ng/ml).  

Nenhum dos pacientes apresentou expressão do transcrito da CK-19 na 

fração leucocitária do sangue periférico (figura 3). 

 

4.2) Pacientes com câncer de próstata 
 

 Foram incluídos 44 pacientes com média de idade de 74 anos( 57-95), dos 

quais foram obtidas 210 amostras de sangue. Vinte e um pacientes (47,7%) foram 

classificados como estadio de I a III e 23 (52,3%) pertenciam ao estádio IV. Nove 

pacientes (20%) tinham escore de Gleason bem diferenciado (2 a 6); 20 (44,5%) 

tinha escore 7(moderadamente diferenciado) e 15 (35,6%) tinham escore 

indiferenciado (8 a 10) (tabela 1). 

 

Tabela1. Dados demográficos de 44 pacientes com adenocarcinoma de próstata 

incluídos no estudo para a expressão do transcrito da citoqueratina 19 na fração 

mononuclear do sangue periférico. 

 
Idade(anos) 57-95(74) 

 
Estádio clínico 
I 2(4,5%) 
II 11(25,5%) 
III 8(17,7%) 
IV 23(52,3%) 
 
Escore de Gleason 
Bem diferenciado (2-6) 9(20%) 
Moderadamente diferenciado(7) 20(44,5%) 
Indiferenciado(8-10) 15(35,6%) 
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 O tempo mediano de seguimento foi de 18 meses (0-18). Dados de 4 

pacientes que tiveram apenas uma única amostra coletada foram avaliados para 

a correlação entre a expressão de CK-19 e as variáveis clinicas e patológicas por 

ocasião do diagnóstico, sendo excluídos dos cálculos para o tempo de 

progressão.  

 Dos 44 pacientes com câncer de próstata (6 com doença clinicamente 

localizada e 9 com doença metastática) apresentaram alguma dosagem com 

expressão do transcrito da CK-19 (tabela 2). A figura 4 ilustra o curso clínico de 

um paciente que apresentava expressão positiva de CK-19 na entrada do estudo 

e que se tornou negativa no transcorrer do seguimento. 

 

 

Figura 3 : Painel superior(A): RT-PCR para CK-19; painel inferior(B): controle com 

GADPH mostrando a integridade do material testado. Da direita para a esquerda: 

coluna 1- marcador de peso molecular, coluna 2- controle negativo, colunas de 3 

a 12 representadas por homens com PSA< 2ng/ml (controles) e na coluna 13 o 

controle positivo (célula da linhagem MCF-7). 

 
 

 
     COLUNAS 

     1      2     3      4      5       6      7     8      9     10    11   12     13 

            

A 

B

Controle positivo 
MCF-7 
Peso molecular : 
1069 pb 

GAPDH 
Marcador de 
peso molecular: 
200pb 
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Figura 4 : Painel superior(A): RT-PCR para CK-19; painel inferior(B): controle com 

GADPH mostrando a integridade do material testado . Da direita para a 

esquerda:coluna 1- marcador de peso molecular, coluna 2-  controle negativo, 

colunas de 3 a 8 - amostras seriadas de um único pacientes com câncer de 

próstata que apresentou expressão do transcrito da CK-19 nas duas primeiras 

amostras e que passou a não expressa-lo após a terapia hormonal. Na coluna 9 

observamos o controle positivo (célula da linhagem MCF-7). 

 
COLUNAS 

 
         1       2       3       4       5       6       7       8       9 
 

              
 
 

A

B

Controle positivo 
MCF-7 
Peso molecular : 
1069 pb 
 

Início da terapia hormonal 

GAPDH 
Marcador de peso 
molecular: 200pb 
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 Não houve qualquer correlação entre a positividade para CK-19 na entrada 

do estudo e as variáveis clínicas como o escore de Gleason (p=0,20) e estadio 

clínico(p=0,40)( tabela 2). 

 

 

Tabela 2. Associação entre a positividade da citoqueratina 19(CK-19) na fração 

mononuclear do sangue periférico e as principais variáveis clinicas de prognóstico 

no momento da inclusão no estudo. 

 
 
Variável CK-19 CK-19 x2 p 
Estadio     
I-III 6 14   
IV 9 15 0,70 0,40 
     
Gleason     
2-7 7 15   
8-10 8 14 1,57 0,21 
 

  O mesmo ocorreu quando foram estudadas as dosagens de PSA (p=0,95), 

DHL (p=0,50), hemoglobina (p=0,24), fosfatase alcalina (p=0,27) e testosterona 

(p=0,67) (tabela 3).  
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Tabela 3. Análise de variância relacionando a expressão de citoqueratina 19(CK-

19) na fração nuclear do sangue periférico e as dosagens laboratoriais na primeira 

dosagem do estudo. 

 

Variáveis  
(valores em média) 

CK-19 
expresso 

CK-19 
não expresso 

p 

PSA  24,46 23,46 0,95 
  
DHL 273,30 318,33 0,24 
  
Testosterona 272,62 225,61 0,50 
  
Fosfatase alcalina 217,18 175,69 0,27 
  
Hemoglobina 14,20 14,36 0,67 
 

 Não houve, também, correlação significativa entre a positividade de CK-19 

em pelo menos uma amostra no seguimento e o escore de Gleason ( p=0,33) e o 

estadio clínico ( p=0,71). As dosagens seriadas de DHL(X2=0,96 p=0,65), 

hemoglobina ( p=0,66), fosfatase alcalina (p=0,58) e testosterona ( p=0,09) 

também não estavam relacionadas a presença de positividade do marcador em 

pelo menos uma amostra durante o período do estudo. (tabela 4). 

 

Tabela 4. Correlação de pelo menos 1 dosagem de citoqueratina 19(CK-19) no 

seguimento e as variáveis clínicas e laboratorias aferidas durante todo o período 

do estudo. 

 
Variáveis x2 p 
Estadiamento 0,13 0,71 
  
Escore de Gleason 0,93 0,33 
  
Hemoglobina 0,95 0,66 
  
Fosfatase alcalina 0,30 0,58 
  
DHL 0,96 0,65 
  
Testosterona 2,85 0,09 
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 Em 27 ocasiões ocorreu uma progressão do PSA, 13 eventos em pacientes 

submetidos a cirurgia com intuito curativo e 14 em pacientes com doença 

metastática recebendo tratamento hormonal. A presença de pelo menos um 

resultado positivo para CK-19 no seguimento se correlacionou significativamente 

com um menor tempo para progressão do PSA (p=0.049), especialmente no 

subgrupo de pacientes com doença metastática (p=0.032). No subgrupo de 

pacientes com doença localizada não foi observada diferença estatisticamente 

significativa( p=0.082) (figuras 5, 6 e 7).  

 

Figura 5: Intervalo para progressão do PSA para todos os pacientes que 

apresentavam pelo menos 1 teste positivo para CK-19 (linha vermelha) 

comparados aos que apresentaram todos os resultados negativos (linha azul) (p = 

0.049).  
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Figura 6: Intervalo até a progressão do PSA para os pacientes com doença 

localizada com pelo menos uma dosagem positiva para CK-19 (linha vermelha) e 

os todos os demais com resultados negativos (linha azul) (p = 0. 082). 
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Figura 7: Intervalo até a progressão do PSA para os pacientes com doença 

metastática com pelo menos uma dosagem positiva para  CK-19 (linha vermelha) 

e os todos os demais com resultados negativos (linha azul) (p = 0.032). 

 

 

 
 

                                              
0,000

0,250

0,500

0,750

1,000

2,0 6,0 10,0 14,0 18,0  
 
 
 

 Neste curto período de seguimento ocorreram poucos eventos clínicos (4 

progressões e 2 progressões seguidas de morte), todas no grupo de pacientes 

com doença metastática, o que não permitiu que uma análise estatística pudesse 

ser realizada com base nestes eventos.  
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5. DISCUSSÃO 
 

O câncer de próstata é a neoplasia maligna mais comum e a segunda causa 

de óbito por câncer em homens nos Estados Unidos. Um maior acesso aos serviços 

de saúde e o advento do antígeno prostático específico (PSA) a partir dos anos 80 

ocasionaram um importante aumento na detecção de pacientes com doença 

localizada por ocasião do diagnóstico. Apesar destes dados é ainda freqüente a 

detecção de casos avançados ao diagnóstico. 

 O PSA sérico, além de seu valor diagnóstico, é extremamente importante para 

o seguimento após as diversas modalidades terapêuticas que podem ser instituídas, 

tanto para doença localizada como para a avançada. A elevação sérica do PSA após 

o tratamento inicial tem sido considerado o principal critério preditivo de progressão 

clínica e de sobrevida livre de eventos.  

 Todo o armamentário empregado no diagnóstico e no estadiamento do câncer 

de próstata, incluindo o exame digital, a dosagem sérica do PSA, a tomografia 

computadorizada e a cintilografia óssea são insuficientes para determinar a real 

extensão da doença. Até 30 % dos pacientes operados com intuito curativo, ou seja, 

considerados como tendo tumores localizados na avaliação para estadiamento inicial, 

têm algum grau de disseminação representada por margens cirúrgicas positivas, 

invasão de vesículas seminais ou gânglios positivos na avaliação da peça cirúrgica97. 

Com as informações obtidas a partir do estadiamento clínico, da graduação tumoral e 

do valor sérico do PSA podem também ser construídos modelos estatísticos de 

regressão logística ou de redes neurais, que estimam a probabilidade do paciente 

apresentar recidiva bioquímica ou progressão da doença no seguimento16-18. Existe, 

no entanto, importantes limitações para a mudança de proposta terapêutica baseada 

nestes nomogramas. 

 Quando existe extensão extraprostática, a chance de falha terapêutica com o 

tratamento local isolado é maior que 50%, justificando-se terapêuticas de associação 

para melhorar os resultados98. A busca de novos métodos para melhorar o 

diagnóstico e identificar de maneira eficiente estes pacientes tem sido amplamente 

investigada. 

 Uma das alternativas para refinar nossa capacidade prognóstica nesta doença 

é a detecção sérica de células neoplásicas na corrente circulatória, o que alguns 

autores tem denominado de “estadiamento molecular”. Uma vantagem incontestável 
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desta tecnologia seria a facilidade e ampla disponibilidade para a obtenção de 

amostras sanguíneas. A detecção destes antígenos no sangue de pacientes com 

neoplasias epiteliais seria considerada como evidência da presença de células 

neoplásicas além dos limites do tumor primário. A maior crítica destas técnicas reside 

na sua baixa especificidade, uma vez que a presença de células epiteliais circulantes 

não obrigatoriamente representariam células neoplásicas circulantes. Alguns estudos 

têm rebatido estas críticas, mostrando que 75-100% destas células isoladas têm 

genótipo aberrante, compatíveis com a origem do tumor primário99. 

 É possível que as implicações da detecção de doença residual mínima por 

técnicas sensíveis como o PCR variem de acordo com o tipo de tumor e o momento 

da história natural no qual se constata a sua presença . Alguns estudos têm mostrado 

resultados promissores em câncer de mama e de pulmão87-88. Manhani e 

colaboradores et al demostraram que em pacientes com câncer de mama houve 

correlação estatisticamente significativa entre a expressão sérica de CK-19 e margens 

positivas e a resposta subseqüente ao tratamento quimioterápico91. Para o câncer de 

próstata os resultados são ainda bastante controversos. O principal método 

empregado é o RT-PCR para detecção de células que expressam PSA e o PSMA .  

 O presente estudo apresenta alguns pontos positivos quando comparado aos 

previamente publicados referente ao estadiamento molecular do câncer de próstata. 

 A primeira diferença essencial consiste na dosagem seriada juntamente com a 

mensuração do PSA sérico durante todo o período de seguimento clínico dos 

pacientes. Os trabalhos previamente descritos consideram apenas a medida pré-

operatória do PCR como fator de avaliação da recidiva bioquímica.  

Um outro ponto interessante é considerar que diferentemente do que ocorre 

com a expressão do PSA e do PSMA, parece que a expressão da CK-19 sem 

mantém presente e não se altera durante o processo de transformação neoplásica ou 

na vigência de terapia hormonal77. Esta fato provavelmente favorece a detecção da 

CK-19 em pacientes com doença metastática quando comparada aos marcadores 

tidos como mais específicos do tecido prostático. A expressão do PSA e do PSMA 

podem ser perdidas em até 30 % das células circulantes77, podendo gerar resultados 

falso negativos para a presença de disseminação no sangue. 

Em nosso estudo, observamos uma correlação da expressão de CK-19 com o 

tempo para recidiva bioquímica quando considerados em conjunto os pacientes com 

doença localizada e avançada. No grupo específico de pacientes submetidos a 
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cirurgia radical, a diferença não foi estatisticamente significante, provavelmente devido 

ao pequeno número de eventos num tempo de seguimento curto. Um maior tempo 

para avaliação final dos resultados será necessário para os pacientes com doença 

clinicamente localizada.  

 Nos pacientes com doença avançada recebendo hormonioterapia, além da 

melhora clínica nos pacientes sintomáticos, a redução dos níveis de PSA é o principal 

fator de avaliação de resposta a terapia instituída. A elevação seriada do PSA em 

pacientes submetidos a terapia hormonal representa progressão bioquímica, que 

freqüentemente se antecipa a progressão clínica mensurável da doença. O intervalo 

livre de progressão bioquímica após terapia hormonal nos pacientes com doença 

metastática é importante fator de maior sobrevida nestes pacientes. Nossos 

resultados demonstram claramente que a detecção sérica de pelo menos 1 dosagem 

de CK-19 foi preditiva para um tempo de progressão bioquímica significativamente 

menor do que os pacientes que não a expressaram no sangue periférico. Isto 

demonstra o valor biológico deste marcador em pacientes recebendo terapia 

hormonal, sendo possível selecionar pacientes com uma maior agressividade do 

tumor. Como a expressão de CK-19 não se correlacionou ao estádio clínico, grau de 

Gleason e dosagem sérica do PSA, acreditamos que esta pode ser uma variável de 

comportamento independente. A pequena amostra de pacientes não nos permitiu 

demonstrar estatisticamente esta impressão. Corroborando esta nossa impressão, 

Kantoff e colaboradores demostraram que a expressão por RT-PCR para PSA no 

sangue periférico foi um fator biológico independente de outros fatores que estão 

relacionados a massa tumoral em pacientes com doença refratária a terapia 

hormonal75.   

 No entanto, o estudo realizado também apresenta algumas limitações que 

devem ser consideradas: 1) a pequena amostra de pacientes incluídos dificulta a 

aplicação de análise multivariada; 2) O pequeno número de eventos clínicos em 

virtude do seguimento curto não permitem conclusões definitivas quanto ao valor 

prognóstico do marcador estudado; 3) No desenho da metodologia do estudo (2001) 

foi utilizado o controle interno de qualidade do material testado com GADPH, que 

apresenta pseudogenes conhecidos e descritos em 2003100, período em que a maior 

parte das amostras já haviam sido testadas. 

 Como perspectiva futura de avanço técnico, vem sendo utilizada a técnica de 

RT-PCR em tempo real, o que permite avaliar de forma quantitativa o número de 
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cópias gênicas que estão sendo amplificadas. Alguns estudos tem mostrado 

claramente que é possível separar melhor pacientes do grupo controle ou com 

doença localizada daqueles com câncer de próstata avançado, no sentido de 

melhorar a especificidade da técnica101-105.  

 Estudos com maior número de pacientes e um seguimento a longo prazo, além 

do emprego da tecnologia de RT-PCR em tempo real, poderão assim definir melhor o 

papel destas novas técnicas para detecção de doença micrometastática para a 

avaliação prognóstica e acompanhamento de pacientes com câncer de próstata. 
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6. CONCLUSÕES 
 

1) Não houve expressão do transcrito da CK-19 por RT-PCR na fração mononuclear 

do sangue periférico em pacientes do grupo controle; 

2) Nos pacientes com câncer de próstata não houve correlação entre a expressão do 

transcrito da CK-19 na entrada do estudo e as principais variáveis clínicas e 

patológicas de valor prognóstico. A presença de pelo menos uma dosagem positiva 

para CK-19 no seguimento dos pacientes se correlacionou com um menor tempo 

para recidiva bioquímica, especialmente no subgrupo de pacientes com doença 

metastática tratados com hormonioterapia. 
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APÊNDICES 

 

 

Estadiamento  TNM (1992) 
 
A – Não palpável ao exame retal 

 A1 – Câncer focal 

 A2 - Difuso 

B –  B1 – Unilobar, < 2cm 

 B2 – Unilobar, < 2cm 

 B3 – Todos os outros, intracapsulares 

 

D – Qualquer extensão local 

 D1 Envolvimento nodal 

 D2 Outras metástase 

 

T0 – Sem evidência de tumor primário 

T1 – Tumor clinicamente inaparente, não palpável e invisível por imagem 

T1a – Tumor como achado histológico incidental em < 5 % do tecido 

ressecado 

T1b – Tumor como achado histológico incidental em > 5 % de tecido 

ressecado 

T1c – Tumor identificado por punção por agulha (p.e., devido a PSA 

elevado) 

 
T2 – Tumor confinado à próstata 

T2a Tumor envolve metade de um lobo ou menos 

T2b – Tumor envolve mais da metade de um lobo, mas não ambos. 

T2c – Tumor envolve ambos os lobos 

 

T3 – Tumor se estende através da cápsula prostática 

 T3a – Extensão extracapsular unilateral 

 T3b -  Extensão extracapsular bilateral 
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 T3c – Tumor invade vesículas seminais 

T4 – Invasão da parede pélvica 
  

 

N0 – Sem metástases  para linfonodos 

N1 – Metástase num único linofnodo regional, 2 cm ou menos na sua maior extensão 

N2 – Metástase em um único linfonodo regional, maior de 2 cm, mas não maior de 5 

cm em sua maior dimensão. 

N3 – Metástases em um linfonodo regional, maior que 5 cm na sua maior dimensão. 

 

M0 – Sem metástases à distância 

M1 – Metástases à distância 

 M1a – Sem linfonodos regionais 

 M1b – Osso 

 M1c – Outros locais 
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Introduction

The presence of epithelial cells in the peripheral
blood of prostate cancer patients correlates with adverse
prognostic factors and seems to impart a worse progno-
sis in terms of disease-free and overall survival in seve-
ral series in the literature4-8. The studies mainly evalua-
ted the expression of epithelial cell markers such as pro-
state-specific membrane antigen (PSMA)1,2, prostate-
specific antigen (PSA)4,6,7, and kallikrein5,9 by the re-
verse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
technique in the peripheral blood as potential markers
of micrometastatic disease. Therefore, patients with po-
sitive RT-PCR in the peripheral blood for the aforemen-
tioned epithelial markers may be possible candidates for
protocols that investigate earlier and more aggressive
systemic treatments. Unfortunately, there are limitations
to such tests such as expression of PSA by peripheral
leukocytes10, as well as issues related to non-specificity
of the assays9,11.

Cytokeratin 19 (CK-19) is an epithelial marker ex-
pressed by a variety of epithelial cell types12 and by car-
cinomas including breast, lung14 and prostate13,15. In
contrast to breast cancer, few studies have evaluated
CK-19 expression in the peripheral blood of patients
with prostate cancer. In fact, we could only find a report
by Kaneda et al.15, who described 3 of 7 patients with

prostate cancer with a positive RT-PCR assay for CK-
19 in their peripheral blood, all of whom had metastatic
disease. We decided to evaluate in a larger cohort of
prospectively followed men with prostate carcinoma
whether the evaluation of CK-19 expression in their pe-
ripheral blood was correlated with known prognostic
factors and with biochemical (PSA) progression. 

Patients and methods

Patients
Our Institutional Surveillance Committee approved

the protocol, and each patient provided a written infor-
med consent. Forty-four non-consecutive patients with
prostate cancer (21 with localized and 23 with metasta-
tic disease) who were referred for radical surgery (21)
for localized disease or hormone therapy (23) for initial
palliation of metastatic disease were prospectively en-
rolled in the study. Ten men who had blood drawn at
our clinical pathology laboratory for preoperative eva-
luation of non-urologic surgeries, without a history of
prostate cancer and with normal PSA values (<2
ng/mL), were included as controls. No digital rectal
examination or prostatic biopsies were routinely done in
these control men. All patients with localized disease
were submitted to radical prostatectomy (at least one
month before entering the present study), whereas all
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Aims and background: Sensitive reverse transcriptase-polymera-
se chain reaction-based techniques for detection of epithelial
antigen expression, such as cytokeratin 19, in the peripheral
blood mononuclear fraction of prostate cancer patients may
allow the detection of tumor progression at A molecular level.
Methods: We studied cytokeratin 19 expression by reverse tran-
scriptase-polymerase chain reaction in peripheral blood mono-
nuclear cell samples of 10 control men and serially in 44 pa-
tients with prostate cancer every three months for 18 months.
Results: None of the 10 normal control men expressed cytoke-
ratin 19 in their peripheral blood mononuclear fraction. In the
patients, cytokeratin 19 positivity at entry was not associated

with age, Gleason score, clinical stage, prostate-specific anti-
gen or alkaline phosphatase. Interestingly, having at least one
positive cytokeratin 19 result during follow-up correlated si-
gnificantly with time to prostate-specific antigen progression
(P = 0.049), especially in the subgroup of metastatic patients
(P = 0.032).
Conclusions: We conclude that cytokeratin 19 expression by re-
verse transcriptase-polymerase chain reaction in the periphe-
ral blood mononuclear cell fraction of prostate cancer pa-
tients correlates with time to prostate-specific antigen pro-
gression. Further studies are needed to confirm these fin-
dings.
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those with metastatic disease, as well as those who pro-
gressed after prostatectomy, received hormone treat-
ment with orchiectomy or goserelin (10.8 mg every 3
months). We excluded patients with localized disease
who underwent prostatic irradiation and those who
would not agree to be followed at 3-month intervals at
our service. Blood (20 cc) was obtained through a stan-
dard venesection technique from the patients enrolled in
the study at entry and at 3, 6, 9, 12, 15, and 18 months
thereafter. 

A digital rectal examination was performed in all pa-
tients at study entry and at least a week before the first
blood sample collection. Patients were assessed at entry
and at 3-month intervals by physical examination and
PSA measurements. For those with metastatic disease,
we also obtained every 3 months testosterone, prolactin,
alkaline phoshatase and a complete blood cell count,
and imaging studies (abdominal computed tomography,
bone scans and chest X-ray) were performed every 6
months or whenever progressive disease was suspected.

PSA progression was defined as any elevation in PSA
values that was confirmed by two other sequential mea-
surements. We considered time to PSA progression as
the time interval in months from study entry to the first
of the three aforementioned progressively elevated PSA
levels. PSA levels were measured by immunoenzymatic
assay (Abbott laboratories, Abbott Park, ILL, USA).

RNA isolation and cDNA synthesis
RNA was extracted from the patient’s peripheral

leukocyte fraction by use of TRIZOLTM (GIBCO BRL,
Rockville, MD, USA). cDNA was synthesized from 1-2
µg of total RNA with 200 U Superscript II Rnase H- re-
verse transcriptase (GIBCO BRL) in 5X buffer (sup-
plied by the manufacturer), containing random hexamer
primers (10 mmol/L), deoxynucleotide triphosphates
(dNTP; 1 mmol/L each), 10% dithiothreitol in diethyl
pyrocarbonate-treated water (final reaction volume, 20
µL) at 42 oC for 1 h. The mixture was heated to 70 oC
for 10 mins and then cooled on ice.

The positive control used in the study was the breast
cancer cell line MCF-7 and the negative control was the
neuroblastoma CEM cell line.

First round PCR
Two microliters of cDNA was added to 50 µL of a

mixture containing 1 x PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 100
µM dNTPs, 20 pmol of each external primers as descri-
bed by Datta et al.16, and 2 U of Taq polymerase (GIB-
CO BRL). Samples were submitted to 35 cycles at
94 oC for 50 s and 72 oC for 1 min, 30 s, followed by a
final extension at 72 oC for 10 mins in a DNA thermal
cycler (MJ Research, Hercules, CA, USA).

Second round PCR
Two microliters of the first round product was added

to 50 µl of a second round mix containing 1 x PCR buf-
fer mix, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTP, 20 pmol of ea-
ch internal primer as described by Datta et al.16, and 2

U of Taq polymerase and subjected to 35 cycles, under
the same conditions as the first round PCR. The PCR
product was size fractionated by electrophoresis in a
1% agarose gel and visualized with ethidium bromide
staining. Quality of RNA and efficiency of the reverse
transcriptase step were assessed by concurrent applica-
tion of RRNa and GAPDH transcript from the same cD-
NA using oligonucleotide primers and conditions as de-
scribed elsewhere17. Each reaction was performed in tri-
plicate to verify the results.

Statistical methods
Chi-squared and Fisher exact tests were used to eva-

luate correlations between categorical variables. We
employed ANOVA tests to evaluate correlations
between continuous and categorical variables. Overall
survival was computed from the collection of the first
sample for CK-19 determination. Overall survival com-
parisons between groups with CK-19 positive and nega-
tive results were performed with the Peto-Wilcoxon te-
st. Multivariate analysis was not carried out due to the
small number of patients. We employed the NCCS 2000
statistical software (http://www.ncss.com/). 

Results

We included 44 patients with a median age of 74
years (range, 57-95) from whom we obtained 210 blood
samples. Twenty-one patients (47.7%) had clinical sta-
ges I to III and 23 (52.3%) had clinical stage IV. Nine
patients (20%) had Gleason scores 2 to 6; 20 (44.5%)
had score 7 and 15 (35.6%) had scores 8 to 10. Blood
samples were collected from August 2001 to March
2003, and the median follow-up was 18 months (range,
0-18) at the time of this writing. Data from 4 patients
for whom we only had the first collected sample were
evaluated for correlations between CK-19 expression
and clinical and pathologic variables at diagnosis and
were excluded from calculations of time to PSA pro-
gression.

All normal control patients were also negative for
CK-19 expression in their peripheral blood mononu-
clear cell fraction by RT-PCR (Figure 1). Figure 2
shows the clinical course of one patient who had a posi-
tive RT-PCR assay for CK-19 at entry and who became
negative during follow-up.

CK-19 RT-PCR positivity at entry did not correlate
with age, Gleason score, clinical stage, lactate dehydro-
genase, hemoglobin level, prolactin, PSA, alkaline pho-
sphatase or testosterone levels. There were 27 patients
with PSA progression, 13 with localized disease and 14
with metastatic disease. Interestingly, having at least
one positive CK-19 result during follow-up correlated
significantly with time to PSA progression (P = 0.049),
especially in the subgroup of metastatic patients 
(P = 0.032) (Figures 3 and 4). However, there was no
significant correlation between having at least one posi-
tive CK-19 result during follow-up and Gleason score,
clinical stage, lactate dehydrogenase, hemoglobin level,
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prolactin, PSA, alkaline phosphatase or testosterone le-
vels. So far, few clinical events have been noted (2 pro-
gressions and 3 progressions followed by death), all in
the group of patients with metastatic disease. As such,
no meaningful statistical analysis could be carried out
with these clinical end points. 

Discussion

The role of RT-PCR is still experimental in the eva-
luation of epithelial antigen expression in the periphe-
ral blood for the follow-up of patients with prostate

cancer. Several studies have evaluated the expression
of epithelial markers such as PSA, prostate-specific
membrane antigen and kallikrein in the peripheral
blood of prostate cancer patients by the RT-PCR tech-
nique. In some of them, statistically1-3 significant cor-
relations have been reported with clinically meaningful
prognostic factors such as stage, Gleason score and se-
minal vesicle invasion. Furthermore, the presence of
epithelial cells in the peripheral blood of prostate can-
cer patients detected by RT-PCR correlated significan-
tly in some of these studies with time to PSA progres-
sion, disease-free survival4-8 and overall survival. Other
studies, however, did not confirm such findings9,18. Va-
rious reasons may explain the variability of experimen-
tal results among studies, such as patient selection,

Figure 1 - Panel A: RT-PCR for CK-19; Panel B: GADPH control. From
right to left: molecular weight marker (MW), negative control (NEG), la-
nes 3 to 13: normal control men (C1 to C10) with PSA <2 ng/mL and po-
sitive control (cell line MCF-7).

Figure 1 - Panel A: RT-PCR for CK-19; Panel B: GADPH control. From
right to left: molecular weight marker (MW), negative control (NEG), la-
nes 3 to 13: normal control men (C1 to C10) with PSA <2 ng/mL and po-
sitive control (cell line MCF-7).Figure 2 - Panel A: RT-PCR for CK-19; Panel B: GADPH control. From

right to left: molecular weight marker (MW), negative control (NEG),
samples 1 to 6 (S1-S6) from one patient with prostate cancer (JE) and po-
sitive control (cell line MCF-7). 

Figure 3 - Time to PSA progression for all patients having at least one po-
sitive CK-19 result (CK-19 positive) and with all negative results (CK-19
negative) (P = 0.049).
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PSA failure, since patients with at least one positive re-
sult for CK-19 expression had a significantly shorter ti-
me to PSA progression, which was more significant for
patients with metastatic disease (Figure 2). We believe
that this finding may be due to the fact that patients
with metastatic disease may progress earlier than those
with localized disease, allowing us to detect biochemi-
cal progressions with shorter follow-up periods than
those of the present study. Since no correlation of ha-
ving at least one CK-19 positive sample during follow-
up with Gleason score, stage or initial PSA levels was
found, we believe that the correlation with time to PSA
progression may be independent of these other progno-
stic factors. Since the sample size was small, we believe
that a larger number of patients should be studied in the
future, thus allowing a multivariate analysis to confirm
such a hypothesis. In agreement with our results, other
authors have also described a significant correlation
between the presence of other epithelial markers in the
peripheral blood detected by RT-PCR and a shorter time
to PSA progression4-8.

As with RT-PCR for PSA, PSMA and cahedrin, con-
cerns have also been voiced as to the nonspecificity of
CK-19 RT-PCR14. We found no expression of CK-19 in
the PBMC fraction of any of the 10 normal control men
with serum PSA below 2 ng/dL. In terms of sensitivity,
we previously described that the assay was able to de-
tect one tumor cell in a mixture with 106 normal non-
CK-19 expressing cells21. Therefore, we believe that the
assay seems to be sensitive and specific and could be
useful to further stratify patients according to disease
aggressiveness. However, with the data present in the li-
terature, we cannot currently recommend the molecular
follow-up of patients with prostate cancer with RT-PCR
for the detection of epithelial antigens in the peripheral
blood. Further improvements in the molecular techni-
ques and larger studies on a larger number of patients
are needed to confirm our findings.

sample preparation and conservation, assay non-speci-
ficity19 and spurious expression of PSA by blood
leukocytes10.

CK-19 is a filamentous cytoskeletal protein expres-
sed in several epithelial cell malignancies such as lung,
breast and prostate carcinomas12. Interestingly, the eva-
luation of CK-19 expression by RT-PCR in the periphe-
ral blood mononuclear cell fraction in patients with
breast cancer seems to be specific20,21 and, in a previous
work by our group, correlated with response to che-
motherapy13. We thus decided to prospectively evaluate
CK-19 expression in the peripheral blood mononuclear
cell fraction of prostate cancer patients to ascertain
whether it was also correlated with established progno-
stic factors for the disease and with clinically meaning-
ful end points such as time to PSA progression.

Contrary to Grasso et al.1 and Shariat et al.5, we
could not show any positive correlations between CK-
19 expression by RT-PCR in the peripheral blood of our
patients at study entry and any of the established pro-
gnostic factors of the disease such as clinical stage,
Gleason score or PSA levels. Grasso et al.1 and Shariat
et al.5, who showed positive correlations between
epithelial antigen expression in the peripheral blood by
RT-PCR and clinical stage and Gleason score, used
samples collected before surgery. Furthermore, since we
included patients at different time points of their disea-
se, we may not have been able to disclose such correla-
tions in these patients, because in some of them pre-
vious treatment or different intervals from prostatec-
tomy may possibly have interfered with CK-19 expres-
sion detected by RT-PCR4. In fact, Shariat et al.4

showed that many of the preoperative positive PSA RT-
PCR results were not maintained post surgery during
the extended follow-up.

When analyzing patients according to their having at
least one positive sample for CK-19 expression, we
found a statistically significant correlation with time to
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