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RESUMO

Alfa-feto-proteina (AFP) e a gonadotrofina corionica humana (f-hCG) sa@o marcadores
tumorais clinicamente importantes para o diagndstico e controle de tratamento dos tumores de
células germinativas do testiculo (TGT). Com excec¢ao do B-hCG, que serve como marcador
em 10 a 20 % dos seminomas, ndo existe para o tipo histologico mais freqiiente de TGT
nenhum marcador. O valor clinico das isoenzimas da fosfatase alcalina placentaria (PLAP)
tem sido discutido de maneira controversa. No presente estudo foram avaliadas a
sensibilidade, a especificidade e a importancia deste marcador para como parametro de
controle para os TGT. Entre agosto de 1989 e dezembro de 1994 foram determinados os
valores séricos dos marcadores tumorais AFP, f-hCG e PLAP em 136 pacientes (média de
idade de 35,5 anos), os quais foram tratados na Clinica Uroldgica do Departamento de
Urologia da Universidade Heinrich-Heine de Diisseldorf. A determinagdo da PLAP foi
realizada enzimaticamente em 480 amostras do soro. Nesta reagao naftol-AS-MX-fosfato {(3-
hidroxi-2-dcido naftéico 2,4-dimetilanilida)-fosfato} foi defosforilado a um produto
fluorescente sob pH basico (10.2). Valores menores que 3,75umol/l foram considerados como
normais. A média do tempo de seguimento para os pacientes com TGT e PLAP elevado foi de
30 meses. Sessenta e oito pacientes apresentaram um TGT e 60 uma doenca benigna dos
orgaos da bolsa escrotal ou do trato urinario. Entre os 68 pacientes se encontravam 33 com
seminomas puros assim como 22 com tumores mistos que continham elementos
seminomatosos. A maior sensibilidade foi verificada entre pacientes com seminomas puros
(40,7 %), seguido de uma sensibilidade de 37,5 % para os tumores mistos com elementos
seminomatosos. Nao se verificou nenhuma correlagéo entre a magnitude dos valores séricos
da PLAP e o estadio tumoral. 16 dos 17 pacientes com niveis séricos da PLAP elevados pré-
operatoriamente demonstraram uma diminui¢ao destes correspondente a evolugao da doenga.
O seguimento nao foi possivel para um paciente. 16,6% dos pacientes com doengas benignas
dos drgaos da bolsa escrotal ou do trato urindrio apresentaram resultados falsos positivos.
Caso PLAP venha a ser utilizada como controle no seguimento apos uma terapia primadria, o
hébito de fumar do paciente necessita ser considerado para evitar erros de interpretac¢ao. Este
habito pode determinar valores falso positivos. Relevante € a cinética de diminuigao deste
marcador. O método escolhido para a determinagao da PLAP pode influenciar a sensibilidade
e especificidade. Devido aos resultados apresentados neste estudo, PLAP pode ser
considerada, com uma sensibilidade de 41 % e uma especificidade de 83,3 %, como marcador
potencial no diagnostico e acompanhamento de pacientes com seminomas puros ou tumores
mistos com componentes seminomatosos. Apesar da limitagdao da especificidade, muitos
estudos apdiam a utilizacdo da PLAP para os seminomas, tumores estes sem marcadores
tumorais mais sensiveis.
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ABSTRACT

The study of alpha-fetoprotein (AFP) and human chorionic gonadotropin (hCG) is
clinically useful in the diagnosis and follow-up of patients with germ cell testis cancer. For
seminoma as the most frequent testis cancer, however, no sensitive or specific tumor marker
but hCG, which is preoperatively elevated in about only 10 to 20 % of the patients, is
available. The role of the isozymes of the tumor marker placental alkaline phosphatase
(PLAP) remains controversial. This study aims the determination of the specifity and
sensitivity of PLAP among these patients. From August 1989 until December 1994, 136
patients (mean 35,5 years old), treated at the Department of Urology, University of
Diisseldorf, underwent tumor marker evaluations (AFP, hCG and PLAP). A sensitive
enzymatic assay involving the fluorogenic substrate naphtol AS-MX phosphate {(3-hydroxy-
2-naphtoic acid 2,4-dimethylanilid)-phosphate} under pH of 10,2 was utilized to determine
the levels of PLAP in a total of 480 serum probes. This reaction of dephosphorilation under
pH of 10,2 allows the formation of a fluorogenic product. Values under 3,75 umol/l were
considered normal. Patients with testis cancer and preoperative elevated PLAP were followed
(mean follow-up of 30 months). Sixty-eight patients had a germ cell tumor of the testis and 60
patients a benign disease of the scrotum or urinary tract. 33 and 22 out of the 68 patients with
testis cancer had pure seminomas and mixed tumors with seminomatous elements,
respectively. The highest incidence (40,7%) was among pure seminomas, followed by
composed tumors with seminomatous elements (37,5%). No correlation between the
magnitude of elevation and stage could be seen. 16 of the 17 patients with preoperative
elevated PLAP-levels demonstrated a decrease along with therapy according to clinical
findings. One patient has lost to follow-up. Among patients with benign diseases of the
scrotum and of the urinary tract, 16,6% showed false positive results. If PLAP is employed in
the follow-up after primary therapy, the smoking habits of the patients should be considered
in order to avoid false interpretations. Smoking habit may lead to false positive values. The
sensitivity and specificity depend on the method of determination of PLAP. According to the
results of this study PLAP may be considered, with a sensitivity of 41 % and a specifity of
83,3 %, a potential marker in the diagnosis and follow-up of patients with pure seminomas
and composed tumors with seminomatous elements. Although a limitation of specificity could
be observed, several studies support the determination of PLAP for seminomas, tumors that
do not have markers with higher sensitivity.
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1 INTRODUCAO

O tumor maligno do testiculo representa doen¢a principalmente do adulto jovem, sendo considerada a
doenga neopldsica maligna mais freqiiente dos homens entre 20 e 30 anos de idade (BERNDT e BERNDT,
1982). Devido a faixa etdria predominante, torna-se facil compreender o aspecto sécio-econdémico importante
associado ao tumor do testiculo, pois os homens com esta doenga se encontram - no momento do diagndstico
- na fase de formagao profissional e/ou familiar ou inicio da atividade de trabalho.

Para os tumores de células germinativas do testiculo (TGT) ndo seminomatosos os marcadores
tumorais gonadotrofina coriénica humana (hCG) e alfa-fetoproteina (AFP) sdo de grande valor para o
diagndstico e como parametros de controle (MANN, 1990). A desidrogenase lictica (LDH) encontra-se
elevada sobretudo em estddios de doenga avangada (LIPPERT e JAVADPOUR, 1981; CANAL et al., 1984),
no entanto possui baixa especificidade (MANN, 1990; BARTLETT et al., 1991; KOSHIDA et al., 1991).

Os tumores seminomatosos representam cerca de 40 % dos TGT. Com excegio da gonadotrofina
corionica humana (hCG) efou sua subunidade 8 (B-hCG), a qual estd elevada em cerca de 20 % dos
seminomas puros, ndo existe para os seminomas nenhum outro marcador tumoral com sensibilidade e
especificidade aceitdveis. A fosfatase alcalina placentdria (PLAP) possivelmente apresenta para os seminomas
valor diagndstico ainda ndo extensivamente estudado e pode ser util também como pardmetro evolutivo
(MANN, 1990).

Em contraposigdo a quase todos os tumores malignos, pacientes com tumores do testiculo podem ser
atualmente curados também na fase de doenga metastdtica avangada. Apesar deste resultado, ainda hoje cerca
de 15 % destes pacientes morrem em conseqiiéncia desta neoplasia. Assim sendo, conceitos terapéuticos que,
avaliando o risco da doenga, permitam evitar um tratamento extremo para pacientes com bom progndstico, e
que ajudem a indicar uma terapia mdxima - e assim curativa - para pacientes com alto risco, sdo
extremamente importantes (BENDHACK, 1996). Neste sentido os mércadores tumorais representam método
auxiliar indispensavel.

No presente estudo procura-se identificar a sensibilidade e especificidade da PLAP como marcador

tumoral no diagndstico e acompanhamento dos tumores testiculares seminomatosos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MARCADORES TUMORAIS PARA TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS DO

TESTICULO

Hé muito tempo se procura identificar marcadores que indiquem a presenga de um processo tumoral.
Estas substancias, denominadas de marcadores tumorais, se apresentam freqiientemente como conseqiiéncia
da transformagdo celular maligna. Elas podem ser identificadas histologicamente no tecido tumoral -
marcadores celulares, p. ex., receptores hormonais do céncer da mama - ou em liquidos corporais -
marcadores humorais, p. ex., antigenos associados a tumores, horménios e marcadores induzidos pelo tumor
(proteina de fase aguda). A determinagdo de marcadores tumorais séricos representou um grande
desenvolvimento para a oncologia (HEISE et al., 1994).

Antigenos associados a tumores sdo produzidos pelos préprios tumores e secretados no soro. Nesta
classe encontram-se, dentre outros, antigenos oncofetais como AFP e antigenos tumorais definidos por
anticorpos monoclonais (mAbs) como p. ex., CA 125. Também determinados horménios como B-hCG podem
ser produzidos em grande concentragdo pelo tecido tumoral de células germinativas (HEISE et al., 1994).

Os marcadores tumorais ndo sao, com poucas excegdes, especificos de determinados 6rgaos. Todavia
se conseguiu, por meio da introdugdo de novos marcadores tumorais definidos por anticorpos, melhorar a
especificidade em relagao ao orgao (HEISE et al., 1994). Por meio da determinagdo quantitativa com técnicas
radioimunoldgicas verificou-se que a sensibilidade depende da pureza do marcador tumoral em questiao - AFP

e B-hCG, enquanto que a especificidade depende da qualidade dos anticorpos (ACKERMANN, 1979).

Idealmente os marcadores tumorais devem apresentar as seguintes propriedades (HEISE et al., 1994):
1 100 % de diferenciagao entre individuos sdos e doentes;
2 definigao de todos os pacientes com tumor, se possivel em estadio inicial;
3 especificidade em relagdo ao 6rgao envolvido, permitindo assim identificagdo da localiza¢do do tumor;
4 correlagao entre a magnitude de elevagdo do marcador livre circulante no soro com o estddio tumoral

proprio;



5 indicagdo de todas as alteragdes da evolugao do processo quando sob terapia e seguimento;
6 informagdes progndsticas relacionadas ao grau de elevagdo do marcador.

Caso as duas primeiras condi¢des se fagam presentes, a utilizagdo do marcador em questiao durante
um screening seria possivel e racional. Sendo a génese tumoral muito complexa, provavelmente tal marcador
tumoral néo exista.

A determinagio de marcadores tumorais auxilia a definir condutas terapéuticas precocemente, nao
sendo, no entanto, adequados para detecgdo precoce de tumores em pessoas sadias (screening) e necessitam
ser consideradas em associagdo com outros achados de exames e com a evolugdo clinica da doenga (MANN,
1990).

No entanto, alguns marcadores tumorais sao utilizados atualmente para o controle de pacientes
considerados como membros de grupos de risco. Isto é especialmente valido para o antigeno prostdtico
especifico (PSA), cuja determinagdo é sugerida para homens com idade superior a 45 anos para o diagndstico
precoce do carcinoma da prostata (CARTER e PARTIN, 1998). O PSA determinado de rotina aumenta a
detecgdo do carcinoma prostdtico mais que o exame digito-retal, aumenta o valor preditivo positivo do exame
retal e eleva a taxa de detec¢do de carcinomas restritos ao 6rgao e significantes em termos de tamanho e
diferenciagdo (CARTER e PARTIN, 1998). O método mais eficiente para a detecgdo desta doenga é, no
entanto, a associa¢do do exame digito-retal e a dosagem do PSA, no sentido de determinar o risco da presenga
da doenga.

Progressivamente foram descobertos paralelos entre tecido tumoral e tecido embriondrio, e assim
relagdes entre oncogénese e ontogénese puderam ser estabelecidas. Especialmente os tumores de células
germinativas, aos quais os tumores malignos do testiculo pertencem, apresentam tendéncia a expressdo de
antigenos oncofetais. Isto faz com que possam servir como marcadores tumorais por estarem intimamente
relacionados com a origem e crescimento destes tumores (HEISE et al., 1994).

Os principais marcadores de tumores masculinos de células germinativas sio AFP, B-hCG e LDH.
Eles sdo caracterizados por sensibilidade satisfatéria (probabilidade do teste ser positivo quando da presenga
de um tumor, isto é, verdadeiro positivo) e especificidade (freqiiéncia de verdadeiros negativos entre

individuos sadios).



Para os TGT nao seminomatosos ambos os marcadores B-hCG e AFP sdo de alto valor para o
diagndstico e seguimento. Valores elevados de AFP excluem a presenca de um seminoma puro (MANN,
1990). Em contrapartida, em cerca de 20 % dos seminomas puros encontram-se valores elevados de hCG/8-
hCG, a qual é produzida por células sinciciotrofobldsticas (MANN, 1990). Ja para os seminomas ainda nio se
dispde de nenhum marcador sensivel e especifico (MANN, 1990). Tendo-se excluido outras causas de
elevagdo dos marcadores tumorais AFP e 8-hCG em homens jovens sem achado suspeito a nivel do testiculo,
valores aumentados destes marcadores podem ser primeiro indicio da presenga de tumor extragonadal de
células germinativas (BURT e JAVADPOUR, 1981). A LDH est4d elevada sobretudo em estddios avangados
dos tumores testiculares.

Fator fundamental para o uso adequado de marcadores tumorais ¢ a conseqiiéncia terapéutica que o
resultado patoldgico deste exame pode causar. Neste contexto, parametros que possam indicar a evolugdo da
doenca e precocemente apontar com seguran¢a uma recidiva sao de grande importancia (MANN, 1990).
Marcadores tumorais freqiientemente definem recidivas efou metdstases mais precocemente do que métodos
de imagem. Esta diferenga de tempo se encontra, em média, na ordem de 3 a 6 meses e pode ser, em casos
particulares, até maior do que um ano (HEISE et al., 1994).

Os marcadores tumorais -hCG e AFP sao dois marcadores independentes entre si, que se originam
de estruturas histologicamente distintas. Basicamente os dois marcadores precisam ser determinados
simultaneamente (MANN, 1990).

A freqiiéncia de valores elevados, e ndo a magnitude do valor sérico, é dependente do estddio tumoral
(estddio 145 %, 1155 % e 111 84 %) (MANN et al., 1980). Através da determinag¢ao de marcadores tumorais se
permite definir melhor o estddio clinico da doenga (BURT e JAVADPOUR, 1981).

A taxa de redugio pds-operatdria de um marcador sérico (tempo de meia vida bioldgica) auxilia a
definir se houve a retirada completa do tumor através de uma orquiectomia ejou linfadenectomia (HEISE et
al., 1994). No caso de retirada completa do tumor testicular produtor de marcador, a concentragao de B-hCG
decresce fisiologicamente em 1 a 3 dias e a de AFP em 4 a 6 dias até os niveis de referéncia (MANN, 1990).
Tempo de meia vida prolongado pode ser causado por catabolismo alterado de forma molecular também

_ modificada de hCG produzida pelo tumor, através de fungéo hepdtica ou renal prejudicada, ou mesmo pela

presenga de tumor residual. Por motivos de seguranga, os marcadores deveriam ser determinados duas vezes



antes da orquiectomia, de duas a trés vezes durante a primeira semana pds-operatdria para a defini¢do da taxa
de redugdo, e semanalmente até a normalizacao, quando sob regimes de quimioterapia ou irradiagdo (MANN,
1990).

Devido a necrose tumoral pode ocorrer, sob quimioterapia, aumento transitério e rapido da B-hCG ou
AFP (MANN, 1988). Tal libera¢do do marcador tumoral foi observada dentro de 8 dias para a B-hCG, e em
até 21 dias apds a quimioterapia para a AFP. Esta liberagdo do marcador nao indica, nestas circunstancias,
resisténcia ao tratamento (MANN, 1990).

A elevacio dos valores pré-operatorios, isto €, uma nova elevagao da concentragio do marcador apds
o tratamento apresenta, para certos marcadores, valor progndstico. Especialmente no seguimento dos
pacientes, um novo aumento ou a permanéncia de valores elevados estd intimamente relacionado ao
progndstico. Os valores preditivos positivo e negativo se apresentam, nesta situagdo, como parametros

importantes para interpretagao dos resultados (HEISE et al., 1994).

2.1.1 Isoenzimas da fosfatase alcalina placentaria (PLAP)

As fosfatases, ou fosfatases protéicas, sao enzimas que retiram um grupo fosfato de uma proteina
através de hidrdlise (ALBERTS et al., 1995). Existem muitas familias de fosfatases protéicas: algumas sao
enzimas altamente especializadas e retiram grupos fosfato de somente uma ou poucas proteinas; outras sdo
relativamente inespecificas, e atuam sobre amplo espectro de proteinas (ALBERTS et al., 1995). As fosfatases
sdo classificadas, de acordo com a sua agao Gtima, em alcalinas ou dcidas. As fosfatases alcalinas agem sob
um pH de 9 a 10. Trata-se de proteinas de membrana de diferentes células, p. ex., granuldcitos, osteoblastos,
células endoteliais do figado e vasos sangiiineos. Elas podem ser liberadas da membrana celular e medidas no
sangue de individuos sadios (KOSHIDA e WAHREN, 1990).

As fosfatases alcalinas humanas compreendem trés enzimas geneticamente distintas: as fosfatases
alcalinas do figado ou tecido inespecificas (AP), as fosfatases alcalinas intestinais (IAP) e as fosfatases
alcalinas placentdrias (PLAP) (FISHMAN, 1974).

A fosfatase alcalina placentdria ¢ composta por duas subunidades, apresenta um peso molecular de

120.000 Daltons (DE GROOTE et al., 1983) e é formada fisiologicamente a partir da décima segunda semana



de gestacao por células sincicio e citotrofoblasticas da placenta e pode ser detectada no soro da mae (DE
GROOTE et al., 1983). O locus genético foi identificado na regido 2q34-37 (WENNBERG et al., 1995). A
proteina da PLAP possui 513 aminodcidos (MILLAN, 1986). Em individuos sadios do sexo masculino e
mulheres ndo gravidas foi possivel a determinagdo, com o uso de mAbs contra 3 isoenzimas da fosfatase
alcalina, da atividade da PLAP em relagdo a atividade de todas as fosfatases alcalinas. A PLAP é responsavel
por cerca de 1 % da atividade das fosfatases alcalinas (HIRANO, MATSUMOTO e TANAKA, 1987).
Quantidades muito baixas de PLAP foram detectadas também em tecido normal composto por células
germinativas normais (CHANG et al., 1980; GOLDSTEIN et al., 1982; HIRANO et al., 1987), no figado, na
mucosa intestinal (HIRANO et al., 1987), pulmdo, colo uterino e timo (GOLDSTEIN et al., 1982).

Fishman identificou, no ano de 1968, em um paciente com carcinoma de pulmao, uma isoenzima das
fosfatases alcalinas e a designou, a exemplo do nome do paciente, de isoenzima “Regan™ (FISHMAN, 1968).
Devido a suas propriedades bioquimicas ela foi posteriormente caracterizada como uma das isoenzimas
semelhantes a fosfatase alcalina placentaria (UCHIDA et al., 1981). Uma segunda isoenzima da fosfatase
alcalina placentdria foi descrita no ano de 1970 (NAKAYAMA et al., 1970) e designada com isoenzima de
“Nagao™ ou também como isoenzima semethante a PLAP.

HIRANO et al. descreveram, no ano de 1987, uma determinag¢do quantitativa de 3 isoenzimas da
PLAP em tecido testicular normal e tumoral. No tecido testicular normal a atividade catalitica resultou em 90
% da fosfatase alcalina tecido inespecifica (também verificado no figado, ossos e rins) (AP), enquanto que a
atividade restante era originada pela fosfatase alcalina intestinal (IAP) (5 %) e PLAP ou PLAP-isoenzima (5
%). Em tecidos de tumores seminomatosos foram detectadas grandes quantidades das enzimas acima citadas,
sendo que a atividade catalitica da AP e isoenzimas semelhantes a PLAP eram cerca de 10 a 100 vezes e da
IAP 2 a 10 vezes mais elevadas do que aquelas do tecido normal. HIRANO et al. relacionaram esta
observagao a uma expressdo genética elevada, no tecido seminomatoso, de todas as fosfatases alcalinas,
sobretudo da AP e PLAP (HIRANO, et al., 1987). YAMAMOTO et al. ndo conseguiram identificar, por
métodos de imuno-histoquimica com o auxilio de mAbs, a presenga de IAP em todas as amostras de tecido
seminomatoso por eles estudadas (YAMAMOTO et al., 1993).

MILLAN e STIGBRAND (1983), assim como WAHREN et al., (1986) identificaram com o auxilio

de mAbs de especificidade definida, respectivamente, 4 e 6 diferentes fendtipos de PLAP origindrias do



testiculo; uma dessas isoenzimas (tipo II) se parecia com a fosfatase alcalina placentdria. A isoenzima
formada pelo tumor pertencia, no entanto, na sua maior parte, ao tipo I (JEPPSSON et al., 1984; WAHREN et
al., 1986).

A PLAP elevada em tecido seminomatoso apresenta mesmo polimorfismo enzimatico, como aquele
que € identificado em tecido normal (JEPPSSON et al., 1984). Partindo desta observagdo, permitiu-se a
conclusido de que as isoenzimas tumorais estavam aumentadas devido ao aumento da expressio local de um
gen jd ativado e presente em tecido normal do mesmo drgdo, e nao através de reexpressao ectdpica de um gen
especifico da placenta (WAHREN et al., 1979; MILLAN et al., 1982; JEPPSSON et al., 1984; WAHREN et
al., 1986).

Em células de tecido seminomatoso existem diferentes moléculas de uma enzima semelhante a
PLAP, que apresentam sensibilidade parcial ao calor (MILLAN et al., 1982; HIRANO et al., 1987). Desta
forma podem existir lado a lado diferentes fendtipos, isto €, subtipos ou isoenzimas semelhantes a PLAP.
Nesta pesquisa as substancias determinadas foram as isoenzimas da fosfatase alcalina placentdria estaveis ao
tratamento com calor, pois a atividade catalitica das isoenzimas foi medida apds a exposicao a este agente
fisico. Neste estudo elas serdo designadas simplesmente como PLAP.

PLAP apresenta semelhanga eletroforética e imunoldgica as fosfatases alcalinas derivadas da
placenta. Através de separagdo eletroforética, reagdes imunocataliticas diferentes e inativagdio com
determinados aminodcidos, a PLAP pode ser separada da IAP e AP (KOSHIDA, 1990).

PLAP ¢ estavel a temperaturas superiores a 65°C (KOSHIDA, 1990; MANN, 1990). Esta enzima
permite ser inativada por L-fenilalanina e outros aminodcidos (MANN, 1990). A isoenzima “Regan™ é
inativada pelos mesmos aminoacidos que inativam a fosfatase alcalina proveniente da placenta, enquanto que

a isoenzima “Nagao” somente ¢ inativada através da L-leucina (JEPPSSON et al., 1984).

2.1.2 Métodos de determinagio



Para a detecg¢do da PLAP no soro podem ser utilizados “Radio-immuno-assays™ (RIA), “Enzyme-
linked-immunosorbent-assays™ (ELISA) e mais recentemente “Enzyme-antigen-immuno-assays™ (EIA)
(POTTEK et al., 1995). Nos casos de métodos enzimaticos imunoldgicos sdo empregados mAbs ou anticorpos
policlonais (pAbs). KOSHIDA e WAHREN (1990) suportam o ponto de vista de que, quando da utilizagdo de
mAbs, a taxa de elevagdo da concentragio sérica é mais alta do que quando do uso de pAbs. Os mesmos
autores (KOSHIDA ¢ WAHREN, 1990) também acreditam que, devido a homogeneidade comprovada de
cerca de 98 % (MILLAN, 1988) entre as isoenzimas da PLAP originadas da placenta e as do testiculo, ambas
as isoenzimas podem ser identificadas com o mesmo tipo de mAbs. Estudos imunohistoquimicos demonstram,
no entanto, que as enzimas tumorais nao sao idénticas as isoenzimas da placenta em todos os seus aspectos e,
devido a isso, a escolha do anticorpo para a detecg¢ao é de fundamental importancia (MANN, 1990).

MASLOW et al. (1983) descreveram o método catalitico de determinagdo da PLAP, no qual se utiliza
naftol-AS-MX-fosfato fluorescente {(3-hidroxi-2-acido naftdico 2,4-dimetilanilida)-fosfato}. Este método foi

empregado neste estudo e é descrito na parte 3.2.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 PACIENTES

Entre agosto de 1989 e dezembro de 1994, foi realizada a determinagdo da atividade sérica da PLAP
de 136 pacientes tratados no Departamento de Urologia da Universidade Heinrich-Heine de Diisseldorf, no
sentido de verificar a sensibilidade e especificidade da PLAP como marcador tumoral para TGT. Um total de
480 medigodes foi efetuado. Os resultados desta pesquisa foram submetidos a analise retrospectiva. A retirada
de sangue para a obtencdo do soro de pacientes com doengas uroldgicas benignas ocorreu antes, para
pacientes com tumores de testiculo ocorreu antes, durante e apds o tratamento. No grupo de pacientes com
TGT também foram determinados os marcadores AFP e B-hCG.

A média de idade dos homens estudados foi de 35,5 anos (tabela 1).

TABELA 1 - DISTRIBUICAO POR IDADE.

Idade Idade (Anos)
Minima 2
Maixima 83

Meédia 35,5

Setenta e seis pacientes possuiam doenga maligna (tabela 2). Em 71 casos tratava-se de tumor de
células germinativas, sendo que 3 destes apresentavam processo extragonadal primadrio, representados por um
teratocarcinoma mediastinal, o segundo um seminoma retroperitoneal e o terceiro um carcinoma embriondrio
retroperitoneal.

TGT foi diagnosticado em 68 pacientes. Cinco pacientes tinham tumor de células de Leydig.

Todos os pacientes com doenga maligna foram submetidos, além do exame fisico, as seguintes
avaliagOes diagnosticas: exame laboratorial (hemograma, sddio, potassio e cdlcio séricos, creatinina, uréia e
marcadores tumorais séricos AFP, B-hCG e PLAP), exames de imagem (ultra-sonografia dos 6rgios escrotais
e rins, exames radioldgicos dos orgaos tordcicos em dois planos, tomografia computadorizada do abdomen e,

se necessario, do térax).
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TABELA 2 - DIAGNOSTICO DOS PACIENTES.

Diagnostico Nuamero de pacientes (n)
Doengas benignas 60
Dor testicular de origem indeterminada 22
Orquiepididimite 15
Tumores adenomatdides 3
Infarto e isquemia testicular 3
Criptorquidismo 3
Litiase urindria 3
Hematoma testicular 2
Necrose testicular 2
Orquite 2
Hidrocele testicular 1
Megaureter 1
Pseudotumor fibroso 1
Adenoma prostatico 1
Estenose de uretra 1
Doengas malignas 76
Testiculares 73
Seminoma 33
Tumores mistos 28
Tumores ndo seminomatosos 7
Tumores de Leydig 5
Tumores de células germinativas 3

extratesticulares primarios

Sessenta pacientes apresentavam doenga uroldgica benigna (tabela 2). Vinte e dois pacientes tinham
dor testicular, portanto deveria-se também pensar - como diagndstico diferencial - em tumor de testiculo.
Também nestes pacientes foram realizados os exames acima citados. Trinta e dois pacientes apresentavam,
clinicamente ou através de diagndstico anatomopatoldgico de peca de bidpsia, um processo benigno do
testiculo ou epididimo. Seis outros pacientes apresentavam uma doenga urologica benigna (megaureter,

adenoma prostatico, estenose de uretra e litiase urindria).

3.2 DETERMINACAO DA PLAP

A determinagdo da concentragéo sérica da PLAP foi realizada no Instituto de Quimica Oncoldgica da
Universidade Heinrich-Heine de Diisseldorf segundo o método enzimatico descrito por MASLOW et al.
(1983). Neste método naftol-AS-MX-fosfato {(3-hidroxi-2-dcido naftdico 2,4-dimetilanilida)-fosfato} €
defosforilado em pH basico (10.2), dando origem a um produto fluorescente. Atividades de outras fosfatases

alcalinas foram eliminadas através de tratamento prévio por calor.
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Amostras séricas de pacientes e do grupo controle foram armazenadas, no maximo, por 2 meses, a
menos 20°C, até a determinagdo. Como controles positivos foram utilizadas misturas de soros de gravidas que
apresentavam valores séricos de B-hCG superiores a 2000 mIU/ml.

Solugdes originais: (a) Naftol-AS-MX (3-hidroxi-2-dcido naftdico 2,4-dimetilanilida) (Firma Sigma,
numero: 4500 - tipo III) foi preparado como padrdao como se segue: 21,9mg (0,75 mmol/l) ad 100ml N-N-
dimetilformamida (Firma Merck, nimero: 822275). A preservagdo a menos 20°C é possivel por 6 meses,
devendo-se proteger da luz.

(b) Solugao tampao (pH = 11,0): 52,5 g dietanolamina (Firma Sigma, nimero: D
8885) (5 mol/l) ad 100 ml dgua destilada. A preservagao a 4°C € possivel por 12 meses.
Solugdes de uso: (A) Solugio tampao (1:10 com agua destilada).

(B) Naftol-AS-MX-fosfato (Firma Sigma, numero: N 5000) como substrato:
57,73mg substrato ad 10ml tampao para trabalho. Este era preparado diariamente para uso.
Outros reagentes: (I) Mistura de soro de gravidas e

(IT) de doadores de sangue sadios (10ml).

(IIT) Acetona.
Inativacdo por calor: Cada 1ml de soro foi colocado nos tubos de ensaio correspondentes e incubados durante
7 minutos em banho Maria a 65°C (a quantidade minima de soro de pacientes era de 600ul). Na seqiiéncia as
amostras foram refrigeradas a temperatura ambiente.
Pacientes: Para cada paciente foram realizados determinag¢bes de um valor principal (HW) e um branco (LW)

(tabela 3). Apds uma incubagio por 15 minutos a 37°C, a reagio foi cessada com 3 ml de acetona.

TABELA 3 - ESQUEMA DE PIPETAGEM PARA A DETERMINACAO DO LW E HW.

Branco (LW) Valor principal (HW)
3ml acetona -
250p1 soro do paciente 250p1 soro do paciente
2501 substrato 250u1 substrato

Centrifugacdo: Todos os tubos (padrées e amostras de paciente) foram centrifugados a 2800 rotagdes por

minuto durante 5 minutos (Beckman J6, esfera JS-4.2).
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Fluorometria: Em seguida foi realizada a determinagdo fluorométrica do naftol-AS-MX do sobrenadante
decantado. Para tal utilizou-se um espectrometro luminescente LS-5 da Firma Perkin-Elmer. As ondas de
excitagdo mediram 405 nm e a dimensdo de emissdo 535 nm (com uma calibragem de escala fixa de 0,5 e uma
resposta de 3,0).

Para o célculo da quantidade de produto utilizou-se de uma curva referencial delineada com naftol-
AS-MX em niveis de 3,75 a 82,5 pmol/l (ao todo 9 pontos). A partir dos valores obtidos originava-se uma
curva referencial que, na realidade, era linear e a partir da qual os valores séricos dos pacientes eram
calculados. Para concentragdes acima de 82,5 pmol/l as determinages eram repetidas com amostras diluidas.

Para a produgdo de uma curva referencial foram obtidas dilui¢ées correspondentes da solucdo de
naftol-AS-MX (a): em cada tubo de ensaio foram pipetados 3 ml de acetona. Em cada um foram adicionados
250ul dos padrdes ou das misturas de soros (II) para a defini¢do do valor branco. Em todos os tubos foram
adicionados 250p1 de substrato e misturados. Finalmente foram, como descrito acima, centrifugado, decantado
e medido.
Definigao: A atividade enzimadtica € definida como a taxa de formagado do produto da reagio na unidade

de tempo (minuto) em relagdo ao volume (litro):

1 unidade (U) corresponde a 1 pmol/Min. = 1 U/L corresponde a 1 pmol/Min./L

Valores da PLAP abaixo de 3,75 pmol/l foram considerados como normais,

Determinag¢io de outros marcadores tumorais:

A) Para a determinagdo quantitativa da AFP no soro foi utilizado um teste imunoenzimétrico fluorescente
automatizado - Stratus®AFP (Firma DADE Diagnostik GmbH, Miami, U.S.A.) - com anticorpos monoclonais
anti-AFP de ratos.

B) Para a determinagao quantitativa do total de B-hCG no soro ou plasma foi utilizado um método

imunoldgico fluorescente - Stratus® hCG+8 (Firma DADE Diagnostik GmbH, Miami, U.S.A.) - com
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anticorpos monoclonais anti-B-hCG de ratos. Este teste compreende a determinagéo tanto da molécula intacta

de hCG como também da subunidade B-hCG livre.
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4 RESULTADOS

4.1 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

A classificagdo histolégica dos tumores testiculares dos pacientes acompanhados neste estudo é
apresentada na tabela 4. Destes, 5 haviam apresentado, anteriormente, um tumor de testiculo contralateral. A
média do intervalo de tempo entre o surgimento do primeiro e segundo tumores foi de 79 meses (minimo de
22 meses e maximo de 17 anos e 5 meses).

Um paciente havia sido submetido, 7 anos antes, a um tratamento cirirgico devido a presen¢a de um

teratocarcinoma retroperitoneal primario.

TABELA 4 - TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS DO TESTICULO:
HISTOLOGIA E NUMERO DE PACIENTES.

Histologia Ntimero de pacientes (n) (%)
Seminoma puro 33 48,5
Tumor misto com elementos 22 324
seminomatosos

Tumor misto sem elementos 6 8,8
seminomatosos

NSGCT* 7 10,3

*NSGCT = Tumor de células germinativas do testiculo de apenas um tipo histoldgico

4.2 ESTADIO E DISTRIBUICAO POR LATERALIDADE

61,7 % dos pacientes apresentavam um estddio clinico I (Tabela 5). Somente 11,8 % deles se
apresentaram inicialmente em estadio de doenga avancada.
A relagdo entre o tipo histoldgico e o estddio clinico é demonstrada na tabela 6. A forma de

apresenta¢ao mais freqiiente, ou seja, 33,8 %, foi seminoma puro em estadio clinico I.

TABELA 5 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM TUMOR DE CELULAS GERMINATIVAS DO
TESTICULO RELACIONADA AQ ESTADIO CLINICO (CAVALLI et al., 1980).

Estadio clinico N %
I 42 61,7
II 18 26,5

I 8 11,8
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TABELA 6 - HISTOLOGIA E ESTADIO CLINICO DE TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS DO
TESTICULO (CAVALLI et al., 1980).

Histologia\Estadio n IA IB IC IX A IIB IIC IID HIA IIB IIC 111D
Seminoma puro 33 23 1 0 3 1 3 1 0 0 0 1 0
Tumor misto com 22 6 1 0 0 5 4 0 2 1 3 0 0
elementos

seminomatosos

Tumor misto sem 6 3 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
elementos

seminomatosos

NSGCT 7 4 0 0 1 0 Q 1 0 0 1 0 0
Soma 68 36 2 0 4 6 8 2 2 2 5 1 0

Dos 73 pacientes com tumores testiculares, 53,4 % o tinham do lado esquerdo e 45,2 % do direito.

Um paciente apresentou tumores testiculares bilaterais sincronicos.

4.3 VALORES SERICOS DA PLAP PARA PACIENTES COM TUMORES TESTICULARES

Dos 68 pacientes com TGT avaliados neste estudo, 49 tiveram uma determinagdo da PLAP antes do
inicio do tratamento. Dezessete dos 49 casos (34,6 %) apresentaram valores elevados da PLAP (valor de
referéncia acima de 3,75 pmol/l).

Na tabela 7 estao relacionados a taxa percentual dos pacientes com valores pré-operatorios elevados
para a PLAP e os seus respectivos tipos histoldgicos. Dos 27 pacientes com um seminoma puro, 11 tinham
valores elevados da PLAP no pré-operatdrio. Considerando-se apenas estes tumores - os seminomas puros, a
sensibilidade foi de 40,7 % (23 a 61 % com um intervalo de confianga de 95 %). Seis dos 16 pacientes (37,5
%) com um tumor misto com elementos seminomatosos apresentavam valores elevados da PLAP. Cinco
destes 6 pacientes também apresentavam um aumento dos valores séricos pré-operatorios da AFP efou B-hCG.
Tumores mistos sem elementos seminomatosos e NSGCT ndo apresentaram nenhuma elevagéo pré-operatoria
da PLAP. Trés dos 5 pacientes com tumores testiculares de células de Leydig tiveram uma determinagio da
PLAP pré-operatoria; estes valores foram normais.

Para os seminomas puros, 8 dos 27 pacientes apresentavam exclusivamente um aumento da

concentragao sérica da PLAP. Trés outros pacientes também apresentavam uma elevagio da B-hCG.
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TABELA 7 - TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS DO TESTICULO: HISTOLOGIA, NUMERO
DE PACIENTES E ELEVACAO DO MARCADOR TUMORAL PLAP,

Histologia Numero de Determinagdo da PLAP  Valores séricos da PLAP

pacientes (n) no pré-operatorio (n) elevados no pré-operatdrio
(m) (%)

Seminoma puro 33 27 (11) 40,7

Tumor misto com elementos 22 16 (6) 37,5

seminomatosos

Tumor misto sem elementos 6 4 (ONY

seminomatosos

NSGCT 7 2 ) 0

Na tabela 8 sdo apresentados os tipos histologicos dos tumores, os estddios clinicos, as concentragées
séricas antes do inicio do tratamento assim como o valor da PLAP apds a orquiectomia inclusive com a
indicagdo do tempo decorrido até a normalizagdo desta concentragdo, dos 17 pacientes com valores da PLAP

elevados no pré-operatério.
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TABELA 8 - VALORES SERICOS DA PLAP NO PRE- E POS-OPERATORIO CORRESPONDENDO AO

ESTADIO CLINICO (CAVALLI et al., 1980).

Histologia e estadio clinico ~ Numero do Valor séricoda  Valor sérico da PLAP  Valor sérico da
paciente PLAP no pré-op. (umol/l) PLAP em niveis
(umol/l) apos orquiectomia normais
(dia) (<3,75 pmol/l)
Seminoma - IA 1 12,42 449 (1) -
<3,75 (5)
Seminoma - [A 2 17,09 10,43 (1) a
4,35 (5)
Seminoma - IA 3 7,10 <3,75 (1) -
Seminoma - IA 4 56,79 <3,75 (5) -
Seminoma - A 5 134,15 9,99 (6) v
Seminoma - JA 6 6,95 v v
Seminoma - IA 7 60,90 <3,75 (5) -
Seminoma - IIA 8 4,35 <3,75(5) -
Seminoma - [IB 9 57,02 24,32 (1) No 6° dia do
5,09 (5) primeiro ciclo de
PEB
Seminoma - IIIC (HEP*) 10 109,68 32,40 (3) No 20° dia do
primeiro ciclo de
PEI
Seminoma cldssico com 11 5,40 <3,75 (4) -
infiltracdo estromal
linfocitdria - IA
Seminoma ¢ carcinoma 12 8,52 <3,75 (3) -
embriondrio - IB
Seminoma e carcinoma 13 32,51 <3,75 (6) -
embriondrio - ITIA
Seminoma e carcinoma 14 8,59 <3,75 (6) -
embrionario - IIB
Seminoma com teratoma 15 578,34 609,81 (6) Apds 3 ciclos de
maduro - IID PEB + 3 ciclos
PIV
Seminoma, carcinoma 16 24,87 22,39 (4) No 20° dia do 1°
embriondrio e tumor do saco ciclo de PEB
vitelinico - IIIB (PUL**)
Seminoma “in situ™, 17 6,78 <3,75 (9) -

carcinoma embrionario,
tumor do saco vitelinico e
corioepitelial - IA

* HEP = metdstases hepaticas; ** PUL = metdstases pulmonares; - Valores normais dentro do periodo de
tempo até o nono dia pos-orquiectomia; 0 Um controle do valor sérico da PLAP foi realizado 4 anos e 2
meses apos a orquiectomia inguinal e demonstrou um valor normal; v Sem valores disponiveis; PEB =
quimioterapia com cisplatina, etoposide e bleomicina; PEI = quimioterapia com cisplatina, etoposide e
ifosfamida; PIV = quimioterapia com cisplatina, ifosfamida e vinblastina.
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O valor pré-operatorio médio para a PLAP foi de 66,55 pmol/l (3,75 a 578,34). Uma normalizagdo
dos valores da PLAP foi verificada para 15 dos 17 pacientes. Devido a falhas na documentagio foi possivel,
em um caso, apenas a observa¢do da queda dos valores da PLAP. Um paciente ndo apresentava nenhum

exame controle referente a PLAP apds a orquiectomia.

4.4 AFP PARA TUMORES TESTICULARES

Elevagdo dos valores séricos da AFP no pré-operatério foi verificada em 16 de 19 (84,2 %) pacientes
com tumor misto com elementos seminomatosos (tabela 9). Cinco pacientes com tumor misto sem elementos
seminomatosos também apresentavam tal eleva¢do. Em todos os pacientes com elevagdo dos valores séricos
da AFP no pré-opgratério pdde ser verificada uma correlagdo entre a concentragdo do marcador tumoral com a
evolugdo clinica posterior. Desta forma, 2 pacientes, os quais posteriormente desenvolveram uma recidiva
tumoral, apresentaram uma elevagéo correspondente da AFP.

TABELA 9 - TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS DO TESTICULO: HISTOLOGIA, NUMERO
DE PACIENTES E ELEVACAO DO MARCADOR TUMORAL AFP.

Histologia Numero de Determinagdo da AFP  Valores séricos da AFP elevados no
pacientes {(n)  no pré-operatorio (n)  pré-operatdrio (n) (%)

Seminoma puro 33 31 o o

Tumor misto com 22 19 (16) 84,2

elementos

seminomatosos

Tumor misto sem 6 5 (5) 100,0

elementos

seminomatosos

NSGCT 7 7 @ 57,1

4.5 B-hCG PARA TUMORES TESTICULARES

Um aumento pré-operatério do valor sérico da B-hCG foi verificado em 19,3 % dos pacientes com
seminomas (tabela 10). Doze dos 20 pacientes com tumores mistos com elementos seminomatosos (60%)
tinham concentragoes séricas elevadas de B-hCG, assim como 4 dos 5 pacientes com tumores mistos do
testiculo sem elementos seminomatosos (80%). Para os NSGCT foram verificadas tais eleva¢des em 2 dos 6

pacientes.
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Em todos os pacientes com elevagdo dos valores séricos da B-hCG no pré-operatorio pode ser
verificada uma correlagdo entre a concentragio do marcador tumoral com a evolugido clinica posterior. Um
paciente com carcinoma embriondrio desenvolveu 6 meses apds a orquiectomia uma recidiva mediastinal, sem
elevacdo concomitante dos valores de 3-hCG. Interessante foi o fato de que este paciente ndo apresentava,

antes de qualquer tratamento, valores patoldgicos deste marcador.

TABELA 10 - TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS DO TESTiICULO: HISTOLOGIA, NUMERO
DE PACIENTES E ELEVACAO DO MARCADOR TUMORAL B-HCG.

Histologia Numero de Determinagio da B-hCG no  Valores séricos da B-hCG

pacientes (n) pré-operatorio (n) elevados no pré-operatdrio (n)
(%)

Seminoma puro 33 31 6 19,3

Tumor misto com 22 20 (12) 60

elementos

seminomatosos

Tumor misto sem 6 5 4 80

elementos

seminomatosos

NSGCT 7 6 (2) 333

A tabela 11 demonstra que PLAP apresenta para os seminomas, quando comparada com AFP e B-

hCG, a maior sensibilidade, ou seja 40,7 %.

TABELA 11 - ELEVACAO PRE-OPERATORIA DOS MARCADORES PLAP, AFP E 8-HCG PARA
TUMORES DE CELULAS GERMINATIVAS DO TESTICULO.

Histologia Elevacdo pré-operatdria  Elevagdo pré-operatéria  Elevacgao pré-operatdria
da PLAP da AFP da B- hCG
Niimero de pacientes (%) Numero de pacientes (%) Numero de pacientes (%)
Seminoma puro 11/27 (40,7) 0/31 (0) 6/31 (19,3)
Tumor misto com 6/16 (37,5) 16/19 (84,2) 12/20 (60)
elementos
seminomatosos
Tumor misto sem 0/4 (0) 5/5 (100) 4/5 (80)
elementos
seminomatosos
NSGCT 0/2 (0) 47 (57,1) 2/6 (33,3)

4.6 TRATAMENTO DE PACIENTES COM VALORES SERICOS ELEVADOS DA PLAP NO PRE-

OPERATORIO
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Dezessete dos 68 pacientes com TGT apresentaram valores séricos elevados para a PLAP. A doenga
maligna destes 17 pacientes {de acordo com as classificagdes de Lugano (CAVALLI et al., 1980) e Indiana
(BIRCH et al., 1986)}, a terapia realizada para estes pacientes, as evolugles e o tempo de seguimento sdo
apresentados na tabela 12.

Sete pacientes com seminoma puro no estadio IA, um paciente com seminoma puro no estadio I1A e
um paciente com seminoma cldssico com infiltragdo estromal linfocitdria (IA) foram submetidos a terapia
radioterdpica. O tratamento foi realizado na regido da cadeia linfatica para-adrtica, com ou sem inclusdo dos
linfaticos iliacos ipsilaterais, numa dose final de 26 a 30,6 Gy. Um paciente em estadio IIB assim como outro
com estadio ITIC receberam 2 ciclos de poliquimioterapia.

Dois pacientes - um em estadio IA e outro IB - com tumores mistos do testiculo com elementos
seminomatosos foram submetidos a uma linfadenectomia retroperitoneal (RLA) primdria. Para pacientes com
tumores mistos do testiculo com elementos seminomatosos e em estadio II (3 pacientes) ou III (1 paciente), o
tratamento foi composto de uma combinagio de RLA e quimioterapia.

Num periodo médio de seguimento de 30 meses (8 a 61 meses) nao foi verificada nenhuma recidiva.

TABELA 12 - PACIENTES COM ELEVACAO PRE-OPERATORIA DOS VALORES SERICOS DA PLAP
(N = 17), ESTADIO CLINICO (CAVALLI et al., 1980) E CLASSIFICACAO DE INDIANA (BIRCH et al.,
1986), TRATAMENTO E EVOLUCAO DA DOENCA.

Histologia (nimerodo  Estadio clinico Estadio clinico Tratamento Evolugao
paciente) Lugano Indiana (Seguimento - meses)

Seminoma (1) 1A Minimo Irradiagdo Livre de doenga (16)
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Seminoma (2) IA Minimo Irradiagdo Livre de doenga (27)
Seminoma (3) 1A Minimo Irradiacao Livre de doenga (30)
Seminoma (4) IA Minimo Irradiacdo Livre de doenga (18)
Seminoma (5) IA Minimo 1 Irradiagio Livre de doenga (16)
Seminoma (6) IA Minimo 1 Irradiagdo Livre de doenga (34)
Seminoma (7) IA Minimo 1 Irradiagao Livre de doenga (08)
Seminoma (8) ITIA Minimo 2 Irradiagao Livre de doenga (42)
Seminoma (9) IIB Minimo 2 2xPEB Livre de doenga (47)
Seminoma (10) IIIC (HEP) Avancgado 9 2xPEI Livre de doenga (31)
Seminoma classico com IA Minimo Irradiagdo Livre de doenga (61)

infiltragao estromal
linfocitaria (11)

Seminoma e carcinoma IB Minimo RLA Livre de doenga (31)
embriondrio (12)
Seminoma e carcinoma ITIA Minimo 2 RLA +2xPEB Livre de doenga (21)
embriondrio (13)
Seminoma e carcinoma 1B Minimo 2 2xPEB + Livre de doenga (50)
embrionadrio (14) ] 2xPEI (alta
dose) + RLA
Seminoma com teratoma D “Moderate™ 5 3xPEB + Livre de doenga (42)
maduro (15) 3xPIV + RLA
Seminoma, carcinoma IIIB (PUL) Avangado 4xPEB + RLA  Livre de doenca (09)
embriondrio e tumor do (bulky disease) 7
saco vitelinico (16)
Seminoma “in situ”, IA Minimo 1 RLA Livre de doenga (27)

carcinoma embrionario,
tumor do saco vitelinico e
corioepitelial (17)
(Tempo médio =30)

RLA = linfadenectomia retroperitoneal.

4.7 PLAP E ESTADIO PRE-OPERATORIO

Como pode ser observado na tabela 13, ndo houve correlagio entre a concentragio sérica patoldgica

da PLAP no pré-operatdrio e o estadio tumoral. Assim, o valor médio da PLAP em estadio IA foi de 34,17
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umolfl (5,4 a 134,15), enquanto que pacientes com doenga em estiadio II ou III apresentaram valores séricos

de, p. ex., 8,59 e 24,87 umol/l.

TABELA 13 - VALORES SERICOS DA PLAP ELEVADOS NO PRE-OPERATORIO E ESTADIO
CLINICO (CAVALLI et al., 1980).

Estddio clinico IA IB IC IX IIA 1IIB HINC 1ID IMA HOB MIC IID

Soma (n) 36 2 0 4 6 8 2 2 2 5 1 0
Valores normais 20 1 0 0 3 5 0 1 0 1 0 0
(n)

Indefinido (n) 7 0 0 4 1 1 2 0 2 3 0 0
Elevado (n) 9 1 0O o0 2 2 0 1 0 1 1 0
Elevado - 54 - - - 435 8,59 - - - - - -
extremos

(pmolfl) 134,15 32,51 57,02

PLAP elevada- 34,17 852 - - 1843 3280 - 57834 - 2487 10968 -

valor médio

48 CONCENTRACAO SERICA DA PLAP ENTRE PACIENTES COM PATOLOGIAS

UROLOGICAS BENIGNAS

Dos 60 pacientes com uma doenga uroldgica benigna, 10 (16,7 %) apresentaram um valor sérico
elevado para PLAP (tabela 14). O valor mais alto deste grupo foi de 11,99 pmol/l. Deste modo a
especificidade foi de 83,3 % (71 a 91,3 % com um intervalo de confianga de 95 %). Considerando-se os
valores de sensibilidade para os seminomas puros e a especificidade, os valores preditivos positivo e negativo
foram de 52,4 % (30,3 a 73,6 % com um intervalo de confianga de 95 %) e 75,8 % (63,4 e 85,1 % com um
intervalo de confianga de 95 %), respectivamente.

Estes 10 pacientes apresentavam as seguintes doengas: uma epididimite, uma orquiepididimite, uma
necrose testicular e uma litiase ureteral; os outros 6 pacientes foram submetidos a exames no sentido de
excluir a presenga de um tumor testicular maligno.

Trés dos pacientes com elevacoes da PLAP fumavam no minimo 20 cigarros ao dia. Para os outros
pacientes nao haviam informagées disponiveis em relagao ao habito de fumar.

TABELA 14 - CONCENTRAGAO SERICA DA PLAP PARA PACIENTES COM DOENCA UROLOGICA
BENIGNA.

Doengas benignas n % Concentragdo sérica da PLAP (pmol/l) - Valor médio
(extremos)
Valores elevados da PLAP 10 16,7 7,38 (4,25 a 11,99)

PLAP normal 50 83,3 < 3,75
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Total 60 100,0 -

4.9 VALORES SERICOS DA PLAP PARA FUMANTES E NAO FUMANTES

Nove dos 17 pacientes com TGT com valor sérico da PLAP elevado pré-operatoriamente eram
fumantes com consumo médio, didrio, de 21,1 (10 a 40) cigarros. Os valores médio e mediano da PLAP foram
de, para o grupo dos fumantes, 102,36 e 24,87 umol/l, respectivamente, enquanto que para os 8 niao fumantes
estes valores mediram 26,27 e 8,5 umol/l, respectivamente (tabela 15).

Para 28 dos 32 pacientes com TGT, cujos valores da PLAP eram normais, havia informagdes sobre o
hébito de fumar. Onze pacientes fumavam, em meédia, 20 cigarros diariamente (10 a 40) (tabela 16). Para 4
pacientes ndo haviam informagdes a este respeito.

Foi verificada uma tendéncia no sentido de que fumantes apresentassem valores mais elevados da
PLAP do que ndo fumantes. No entanto, provavelmente devido ao pequeno numero de pacientes, uma
diferenca estatisticamente significativa ndo foi comprovada, seja utilizando-se o teste de 2 amostras de

Wilcoxon (p=0.2709) ou a anilise estatistica segundo Kruskal-Wallis (p=0.2652).

TABELA 15 - VALORES SERICOS PRE-OPERATORIOS DA PLAP E HABITO DE FUMAR.

n  Valor médio pré-operatorio da PLAP  Habito de fumar - cigarros/dia (extremos)
{(umol/1) (extremos)

Fumantes 9 102,36 (5,4 a 578,34) 21,1 (10 a 40)
Nio fumantes 8 26,27 (4,35 a 60,90) 0

TABELA 16 - VALORES SERICOS PRE-OPERATORIOS NORMAIS DA PLAP E HABITO DE FUMAR.

n Valores séricos pré-operatérios da ~ Habito de fumar - cigarros/dia (extremos)

PLAP (umol/l)
Fumantes 11 <3,75 20 (10 a 40)
Nio fumantes 17 <3,75 0

Desconhecido 4 <3,75 ?




5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

O alto valor clinico dos marcadores tumorais B-hCG e AFP para o diagndstico e controle da evolugdo
para TGT ndo seminomatosos estd bem documentado (SCARDINO et al., 1977; JAVADPOUR, 1980,
LANGE et al., 1982; MANN, 1990; BARTLETT et al., 1991; KLEPP, 1991). J4 a LDH estd elevada, em
estadios de doenca avangada, de 78 % (LIPPERT e JAVADPOUR, 1981) a 91 % (CANAL et al., 1984) dos
casos. A especificidade deste marcador €, todavia, baixa (MANN, 1990; BARTLETT et al., 1991; KOSHIDA
etal., 1991).

Considerando-se a totalidade dos TGT, cerca de 40 % dos casos sdo de tumores seminomatosos, mas
somente em cerca de 20 % dos seminomas puros valores aumentados de B-hCG podem ser detectados. Em
todos os outros casos de seminomas nao se dispde de marcadores sensiveis e especificos. Devido as relagdes
entre a isoenzima placentdria da fosfatase alcalina e tumores seminomatosos, existe a possibilidade de, através
do emprego deste marcador, reduzir a falta de informagdes referentes ao diagndstico por marcadores que estes
tumores apresentam.

A isoenzima placentdria da fosfatase alcalina pertence, ao contrario das outras iscenzimas da
fosfatase alcalina, ao grupo dos antigenos oncofetais (HIRANO et al., 1987). Dentre as vdrias andlises que

necessitam ser realizadas antes do seu emprego clinico de rotina, os seguintes aspectos serdo apresentados e

discutidos:
5.1 sensibilidade e especificidade da PLAP em relagéo ao tipo histologico;
52 elevacdao da PLAP na dependéncia do estddio tumoral;

53 valores séricos da PLAP na dependéncia da evolugdo da doenga;

54 influéncia do hdbito de fumar sobre os valores séricos da PLAP.

5.1 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA PLAP EM RELACAO AO TIPO HISTOLOGICO

- A sensibilidade de um marcador tumoral é calculada através do numero de achados verdadeiro-

positivos entre o total do numero de doentes. Deste modo foi verificado, no grupo de pacientes estudado, que
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17 de 49 apresentavam um aumento da PLAP, e assim a sensibilidade calculada foi de 34,6 %. Este valor se
baseia em um valor de referéncia de 3,75 umol/l. Para os tumores mistos com elementos seminomatosos a
sensibilidade atingiu 37,5 %. Para os seminomas foi de 40,7 %. A especificidade, como expressdo dos
achados verdadeiro-negativos entre os ndo doentes, isto €, ndo portadores de doenga maligna, foi de 83,3 %.
Uma especificidade de 90 % iria exigir um aumento do valor de referéncia para 6,00 pymol/l, o que por sua vez
teria como conseqiiéncia uma reducdo da sensibilidade para 33,3 %.

Como o resumo da tabela 17 demonstra, existem relatos sobre a determinagio do valor sérico da
PLAP em um total de 1296 pacientes com um seminoma puro através de diferentes métodos de determinagéo.
Os valores para a sensibilidade variam de 36 % (NUSTAD et al., 1984) a 100 % (EPENETOS et al., 1985). As
diferencas de sensibilidade sdo, ao menos em parte, devido a diferengas nos métodos. A favor desta
argumentag¢do temos o fato de que as sensibilidades obtidas por meio de métodos enzimdticos sido
semelhantes, como verificado nesta pesquisa e também no estudo de NIELSEN et al. (1990). Em
contrapartida, quase sem excegOes, uma sensibilidade mais elevada (40 a 62 %) pode ser obtida com o
emprego de métodos radioimunoldgicos ou outras técnicas imunoldgicas com mAbs efou pAbs, sensibilidade
esta que, em estudos com menor numero de pacientes (EPENETOS et al., 1985; HORWICH et al., 1985;
TUCKER et al.,, 1985; YAMAMOTO et al.,, 1988), alcangou valores de 87 % (TUCKER et al., 1985;

YAMAMOTO et al., 1988) a 100 % (EPENETOS et al., 1985).
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TABELA 17 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO MARCADOR TUMORAL PLAP PARA
NEOPLASIAS SEMINOMATOSAS DO TESTICULO.

Autor Ano Método de N  Sensibilidade Especificidade
determinagdo (%) Grupo controle / NED*
(Anticorpo) (%) (Nr. de amostras)
WAHREN et al. 1979 RIA (pAbs) 19 53 73*
(7/26)
LANGE et al. 1982 ELISA (pAbs) 28 57 100*
(0/33)
JAVADPOUR 1983 ELISA (pAbs) 30 40 88*
(6/49)
JEPPSSON et al. 1983 RIA (pAbs) 21 43 87*
(9/68)
DASS et al. 1984 RIA (pAbs) 51 61 .
NUSTAD et al. 1984 RIA (pAbs) 413 36 -
COOPER et al. 1985 ELISA (mAbs) 41 61 100*
(0/33)
EPENETOS et al. 1985 ELISA (mAbs) 11 100 86*
(10/70)
FORD et al. 1985 ELISA (mAbs) 21 52 -
TUCKER et al. 1985 ELISA (mAbs) 16 88 85
(32/213)
HORWICH et al. 1985 ELISA (mAbs) 16 94 65*
(16/46)
WAHREN et al. 1986 ELISA 73 77 96*
(mAbs + pAbs) (3/68)
DE BROE et al. 1988 EIA (mAbs 327) 53 72 90,7
(INNOTEST PLAP®) (27/291)
YAMAMOTO et al. 1988 ELISA (mAbs) 21 86 -
NIELSEN et al. 1990  Método enzimitico 236 45 88*
cinético
KOSHIDA et al. 1991 EIA (mAbs) 26 62 100*
(0/86)
POTTEK et al. 1995 EIA (mAbs) 47 55 -
(INNOTEST PLAP®)
KOSHIDA et al. 1996 EIA (mAbs) 51 51 98,2*
(4/679)
WEISSBACH et al. 1998  EIA (mAbs 12X8T) 95 56 39,3*
(INNOTEST HPLAP) (83/213)
O presente estudo 1999 Meétodo enzimatico 27 40,7 83,3
cinético (10/60)

* NED = sem sinais da presenca de doenga ativa (por ocasido do seguimento)

Além das diferen¢as nos métodos e do tamanho da amostra também devem ser consideradas, para a
interpretagdo dos diferentes valores de sensibilidade, diferengas inerentes ao grupo de pacientes estudados. A
amostra correspondeu, com relagao ao estddio tumoral, na maioria das publica¢des analisadas (WAHREN et
al., 1979; JEPPSSON et al., 1983; DASS e BAGSHAWE, 1984; NUSTAD et al., 1984; HORWICH et al.,

1985; WAHREN et al.,, 1986; NIELSEN et al., 1990; KOSHIDA et al., 1991; POTTEK et al., 1995;
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KOSHIDA et al., 1996), ao grupo de pacientes do presente estudo. Entretanto, algumas publicagdes
apresentaram falhas de informagdes p. ex., os trabalhos de LANGE et al. (1982), JAVADPOUR (1983) e
COOPER et al. (1985), ndo apresentavam nenhuma forma de divisdo dos pacientes estudados quanto ao
estadio tumoral. Também o trabalho de Epenetos et al. (EPENETOS et al., 1985), o qual demonstrou uma
sensibilidade de 100 % tendo somente 11 pacientes com 13 amostras de sangue estudados, ndo oferecia a
informagdo a respeito do estddio tumoral. O estudo de FORD et al. (1985) tinha apenas 3 pacientes com
seminomas puros em estddio I, em comparagdo com 18 pacientes com doengas em estadio I ou III. Os
pacientes estudados por TUCKER et al. (1985) apresentaram, sem excec¢oes, doenga com dissemina¢ao
sistémica. No estudo de DE BROE e POLLET (1988), o grupo completo de pacientes ndo foi descrito de
modo discriminado. A distribuigao foi realizada, somente a titulo de exemplificagdo, para um dos 18 centros
envolvidos no estudo. Segundo esta distribuigdo, 9 dos 20 pacientes com seminomas puros pertenciam ao
estadio clinico 1, 6 ao estadio I e 5 ao estadio I1I. No estudo de YAMAMOTO et al. (1988) foram estudados
11 pacientes com seminoma puro em estadio [ e 10 com doenga sistémica.

A PLAP ¢ detectada, por meio de técnicas imunohistoquimicas, em 96 % (BURKE e MOSTOFI,
1988) a 100 % (YAMAMOTO et al, 1993) dos TGT seminomatosos. Também em estudos
imunohistoquimicos (MANN, 1990; KOSHIDA et al., 1990) foi possivel comprovar que a fosfatase alcalina
produzida pelo tumor nao é, bioquimicamente assim como imunologicamente, totalmente idéntica a fosfatase
alcalina placentaria. Devido a isso o anticorpo escolhido para a determinagdo da PLAP é de fundamental
importancia. WAHREN et al. (1986) demonstraram, com o auxilio de mAbs, 6 diferentes fenétipos da PLAP
originados do testiculo, sendo que a isoenzima do tipo II se assemelha a fosfatase alcalina da placenta. Na
maior parte dos casos a isoenzima produzida pelo tumor foi a do tipo I (WAHREN et al., 1986; JEPPSSON et
al., 1984), a qual pode ser detectada pelo mAb H7. Nenhuma das isoenzimas descritas estd associada a um
pior progndstico (WAHREN et al., 1986).

De acordo com KOSHIDA et al. (1996), o método utilizado por NIELSEN et al. (1990) poderia ser
influenciado pela deteccdo concomitante de uma isoenzima gastrointestinal (IAP), a qual apresenta uma
estabilidade parcial ao calor (HIRANO et al., 1987; SUGIURA, et al., 1990), pode ser verificada tanto em
tecido testicular normal como em seminomas (HIRANO et al., 1987) e é responsavel por cerca de 10 % da

atividade total das fosfatases alcalinas no soro (HIRANO, MATSUMOTO e TANAKA, 1987). Com o método
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empregado por KOSHIDA et al. (1996) é possivel - evitando-se a desnaturagdo protéica, a separagio
eletroforética ou o uso de inibidores - determinar as 3 isoenzimas da fosfatase alcalina a partir de uma
amostra (HIRANO, MATSUMOTO e TANAKA, 1987).

O método empregado por NIELSEN et al. (1990) se baseia na estabilidade ao calor que as enzimas
possuem a 65°C, em um pH de 9,8 e fenilfosfato como substrato (ANSTISS et al., 1971). Um método
semelhante foi empregado neste estudo, porém com outro substrato (naftol-AS-MX-fosfato). MASLOW et al.
(1983) criticaram outros procedimentos de determinagdo (BESSEY et al., 1946; KIND et al., 1954; MOSS e
KING, 1962; TSOU e SU, 1965; BODANSKY, 1988), os quais se utilizam do mesmo principio porém com
outros substratos. Como desvantagem se verificou que, devido a uma baixa sensibilidade, nenhuma atividade
enzimatica foi detectada no soro de pessoas sadias e que, a0 menos em parte, apenas uma diferenciagao
precaria entre pessoas sadias e doentes foi possivel. O substrato empregado por NIELSEN et al. (1990)
pertence ao grupo dos criticados por MASLOW et al. (1983). Outras diferengas constituem o tempo de
inativagdo pelo calor e o valor do pH, os quais foram descritos nos trabalhos de NIELSEN et al. (1990) e
ANSTISS et al. (1971), como sendo 5 minutos e o pH 9,8, respectivamente. De acordo com MASLOW et al.,
o método por eles descrito seria 2 vezes mais sensitivo do que aquele que se utiliza de fenilfosfato como
substrato (CADEAU et al., 1974; KELLEN et al., 1976; MASLOW et al., 1983).

Em geral é possivel verificar que os métodos imunoldgicos com emprego de mAbs apresentam uma
sensibilidade e especificidade maiores que os métodos enzimdticos (tabela 17). Medindo-se a PLAP sérica
com métodos enzimdticos e com EIA monoclonal em gestantes, os valores sdo praticamente idénticos, porém
os valores da PLAP sérica de pacientes com tumores medidos com EIA monoclonal sao praticamente o dobro
do que aqueles medidos com método catalitico (HIRANO et al., 1987). O conjunto de PLAP derivado de
células seminomatosas compreende moléculas heterogéneas com sensibilidade parcial ao calor (MILLAN et
al., 1982; HIRANO et al., 1987) e uma microheterogeneidade a eletroforese quando relacionada a PLAP
originada da placenta (HIRANO et al., 1987). Isto pode representar, ao se utilizar diferentes métodos na rotina
didria p. ex. por ocasido de controles no seguimento de pacientes com seminoma, um problema (HIRANO et
al., 1987), pois diferentes resultados podem ser obtidos. Utilizando-se um método catalitico existe o risco da

perda de determinada informagdo.
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Segundo HAIJE et al. (1987) deveria, no entanto, a determina¢do da atividade enzimatica ser mais
sensivel do que métodos imunoldgicos. Os autores suportam o ponto de vista de que as controvérsias
referentes ao emprego da PLAP como marcador tumoral para TGT e do ovirio se devem sobretudo aos
diferentes métodos de determinagdo empregados.

Como demonstrado na tabela 11, PLAP foi o marcador tumoral mais freqiientemente elevado para os
seminomas puros (40,7 %), quando comparado com AFP e B-hCG. A sensibilidade da B-hCG atingiu somente
19,3 %. Como a sensibilidade da B-hCG e da PLAP nio se apresentam correlacionadas, PLAP é considerado
como um marcador independente (COOPER et al., 1985; KOSHIDA et al., 1996).

Quando da determinagdo concomitante de PLAP, 3-hCG e LDH para seminomas pode-se obter uma
sensibilidade total de cerca de 82 % (KOSHIDA et al., 1996). No presente estudo também se conseguiu elevar
a sensibilidade total devido a inclusdo da PLAP, pois 8 pacientes com seminomas puros apresentaram, no pré-
operatorio, exclusivamente uma elevagdo deste marcador. Trés outros pacientes também apresentaram uma
elevagdo da B-hCG. Segundo KOSHIDA et al. (1996) se pode atingir, com a adi¢do da determinag¢do da PLAP,
também para os seminomas uma sensibilidade diagndstica total dos marcadores comparavel aquela obtida para
os TGT nao seminomatosos.

O valor da PLAP sérica estava elevada em 6 dos 16 (37,5 %) pacientes com TGT mistos que
continham componentes seminomatosos. Seis pacientes com tumores mistos sem elementos seminomatosos
ndo apresentaram elevacdo da PLAP. Considerando-se os TGT nao seminomatosos com ou sem elementos de
seminoma em conjunto, os outros marcadores, isto € AFP (75 %) e B-hCG (54,5 %), apresentaram
sensibilidade mais elevada que a PLAP (27 %), sendo que a determinacdo da PLAP para estes pacientes nao
apresenta vantagens. Os valores de sensibilidade para a PLAP referente a tumores nio seminomatosos varia

de 10 % (COOPER et al., 1985) a 60 % (WAHREN et al., 1979).

5.2 ELEVACAO DA PLAP NA DEPENDENCIA DO ESTADIO TUMORAL

POTTEK et al. (1995) relataram, ao estudar 104 pacientes, que a elevagio do valor sérico da PLAP

nio foi mais freqiiente para estddios avangados (38,4 %) do que para estadios iniciais (41,9 %). Uma relagao
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entre estadio tumoral e valores positivos ndo foi confirmada por outros autores (LANGE et al., 1982;
JEPPSSON et al., 1983; YAMAMOTO et al., 1988).

DASS e BAGSHAWE (1984) descreveram, no entanto, uma elevagdo mais freqiiente da PLAP para
estadios avancados (10 de 14 pacientes, 71 %) do que para iniciais (21 de 37 pacientes, 56,7 %). No trabalho
de KOSHIDA et al. (1996) foi demonstrado que 40 % (16 de 40) dos pacientes com seminoma do estadio I e
90,1 % (10 de 11) dos estadios II ou III tinham valores elevados da PLAP. Em modelos experimentais foi
possivel demonstrar, para estes autores, uma relagdo direta entre a magnitude do valor sérico da PLAP e o
peso tumoral (KOSHIDA et al.,, 1996). Nos pacientes do presente estudo ndo se verificou diferenga
significativa: 32,2 % dos pacientes em estddio I e 35,7 % em estadio Il apresentaram valores elevados (tabela
13). Como somente 3 pacientes em estadio III foram examinados - dois dos quais com valores elevados da
PLAP no pré-operatdrio, nido € possivel realizar uma andlise com relagdo a divisdo entre estddios iniciais e
avancados. A andlise a respeito de uma relacdo entre a concentracdo sérica e estadio tumoral nio se faz
possivel devido ao pequeno numero de pacientes do presente estudo.

Nao existem dados de literatura que apresentem uma relagdo entre a intensidade da PLAP pré-
operatdria e o progndstico da doenga. Para se realizar tal andlise seria necessdrio um grande nimero de casos
documentados da doenga, nas quais houvesse uma recidiva. Como isto é raro para os seminomas, esta
pergunta sera respondida com muita dificuldade (KOSHIDA et al., 1996). Somado a este fato temos outro,
que € a propriedade da PLAP apresentar valores individuais baixos, quando comparado com outros
marcadores tumorais (KOSHIDA, et al., 1991; KOSHIDA et al., 1996). Deve-se considerar que a elevagio per

se, e nao a intensidade da elevagdo, seja uma informagdo importante.

5.3 VALORES SERICOS DA PLAP NA DEPENDENCIA DA EVOLUCAO DA DOENCA

A maioria dos casos de seminomas € diagnosticada no estadio I - doenga restrita ao testiculo (tabelas
5 e 6). Em estudos prospectivos multicéntricos e randomizados em desenvolvimento procura-se estudar se a
orquiectomia somente seria uma forma de tratamento suficiente, evitando-se assim a radioterapia adjuvante.
Para uma simples conduta expectante um marcador tumoral teria uma importancia fundamental. Através da

determinacdo dos marcadores B-hCG e AFP uma conduta de acompanhamento sem terapia adjuvante se



32

tornou possivel para os TGT ndo seminomatosos em estddio I (PECKHAM et al., 1982). O presente trabalho
procura também identificar se a PLAP poderia ocupar esta fung¢do para os seminomas. Mesmo que as taxas de
cura e sobrevida sejam elevadas, cerca de 10% dos pacientes ainda terdo evolugao fatal (KOSHIDA, 1990).
Como isto € sobretudo verdadeiro para pacientes em estadio II e III, o marcador também deveria ter a funcéo
de indicar precocemente a presencga de uma recidiva tumoral.

Para TGT ndo seminomatosos foi estabelecido o valor da queda dos marcadores 8-hCG e AFP apos a
exérese do tumor primario (TONER et al., 1990). De modo semelhante a esta situagdo para os TGT nao
seminomatosos, YAMAMOTO et al. (1988) estudaram se, através da determinagdo da concentracdo sérica da
PLAP antes e apds a exérese do tumor primadrio, assim como antes da radioterapia adjuvante, o estddio clinico
da doenga pode ser determinado com mais precisdo. Os autores (YAMAMOTO et al., 1988) descreveram que
4 de 10 pacientes com seminoma do testiculo em estadio clinico I e valores séricos pré-operatdrios elevados
da PLAP continuaram apresentando, apds a orquiectomia e antes da radioterapia, valores séricos elevados da
PLAP, os quais possivelmente estariam relacionados a presenca de tumor residual. Apds a radioterapia, 2 dos
4 pacientes acima referidos ainda apresentavam valores elevados da PLAP. Estes 2 pacientes desenvolveram,
posteriormente, uma recidiva da doenga.

Estas observagbes favorecem a utilizagdo da PLAP como parametro de seguimento. No presente
estudo foi possivel verificar que 1 paciente com seminoma puro em estadio IIA (paciente nr. 8, tabela 8) e 3
pacientes com tumores mistos com elementos seminomatosos em estadios IIA e IIB (pacientes nr. 12, 13 e 14,
tabela 8) tiveram os valores de PLAP normalizados apds a orquiectomia. Interessante é o fato de que o
paciente de nimero 14 também apresentou uma diminui¢do da PLAP apds a orquiectomia, apesar de possuir
uma metastase retroperitoneal de cerca de 3,5 x 3 cm de diametro. O estudo histopatoldgico do material
obtido pela linfadenectomia retroperitoneal secundéria demonstrou um linfonodo de cerca de 4 cm com tumor
nao seminomatoso. Os outros 48 linfonodos estavam livres de doenga. O fato de ser observada uma queda da
PLAP a valores normais apesar da presenca da doenga, limita o valor diagndstico deste marcador sem, no
entanto, tornd-lo ineficiente. Tal limitagdo também foi demonstrada para a B-hCG em estudo experimental
(ACKERMANN, 1980). Com o auxilio de teratocarcinomas humanos produtores de B-hCG e
xenotransplantados em ratos imunodeprimidos, foi demonstrado que um tumor com volume de 5 ml ndo

necessariamente causa uma elevagio sérica do marcador em humanos.
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Com a determinagdo do tempo de meia vida de um marcador é possivel identificar - a exemplo da
AFP e B-hCG - se uma terapia realizada conduz a eliminagdo completa ou parcial do tumor. A meia vida da
PLAP nao foi determinada no presente estudo devido ao pequeno nmimero de pacientes. POTTEK et al. (1995)
relataram, por ocasiao do estudo de 18 pacientes com seminomas puros em estadio I, um tempo de meia vida
de 2,04 (0,52 a 7,3) dias. KOSHIDA et al. (1996) definiram o tempo de meia vida para 16 pacientes com
seminoma puro em estddio I como sendo 2,3 + 0,9, enquanto que YAMAMOTO et al. (1988), para 11
pacientes, entre 2 e 7 dias. Segundo estes autores (YAMAMOTO et al., 1988) deve-se pressupor que, quando
o tempo de meia vida for maior que 7 dias, existe um tumor residual. No estudo de KOSHIDA et al. (1996) foi
relatado, ao se estudar 11 pacientes em estadio avan¢ado, sobre uma relagdo entre a cinética do valor sérico da
PLAP e a evolugio clinica do paciente.

Uma propriedade importante requerida dos marcadores tumorais é um aumento precoce como
conseqiiéncia de uma recidiva ou progressido da doenga. O presente estudo ndo permite uma avaliagao neste
sentido, pois nenhum paciente apresentou uma recidiva. Em vdrios estudos (LANGE et al., 1982;
YAMAMOTO et al., 1988; POTTEK et al., 1995; KOSHIDA et al., 1996) foi comprovada a situa¢ao em que
um aumento sérico da PLAP ocorreu antes da manifestagio clinica de uma recidiva do tumor seminomatoso.
No trabalho de KOSHIDA et al. (1996) um novo aumento da PLAP indicou a presen¢a de uma recidiva de
seminoma em 2 de 3 pacientes com tal evolugio.

NIELSEN et al. (1990), os quais criticaram o uso da PLAP como marcador tumoral para os
seminomas, relacionaram a sua critica ao fato de que a determinagdo da PLAP de rotina, por ocasido do
seguimento, estaria associada a poucas vantagens no sentido de um diagndstico precoce de uma recidiva.
Neste estudo (NIELSEN et al., 1990), 15 de 236 pacientes apresentaram uma recidiva. De 97 pacientes que
apresentavam um seminoma puro em estadio I e que foram observados durante um esquema de conduta
expectante, 11 desenvolveram uma recidiva. Dois destes 11 pacientes tinham uma elevacdo concomitante da
PLAP. De 40 pacientes com seminoma em estadio Il que foram submetidos a radioterapia (n = 37) ou
poliquimioterapia (n = 3), 2 desenvolveram uma recidiva. Um destes 2 pacientes apresentou uma elevagio da
PLAP antes do diagndstico clinico da recidiva.

Devido aos conhecimentos atuais predomina o conceito de que PLAP nao deveria, por ndo ser

importante, ser controlada durante o seguimento de pacientes com TGT ndo seminomatosos. No entanto isto
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deveria ser interpretado com cautela pois, a exemplo do relato de POTTEK et al. (1995), isto pode ser
incorreto. Estes autores (POTTEK et al., 1995) descreveram 2 casos de pacientes com TGT nao
seminomatoso em estdadio I, os quais ndo apresentavam marcadores elevados (AFP e B-hCG) pré-
operatoriamente e que desenvolveram metdstases pulmonares. Um destes pacientes apresentou elevagio da
PLAP. Se isto foi determinado por componentes seminomatosos ndo reconhecidos histologicamente,
permanece indefinido.

A questio, até que ponto se permite iniciar medidas terapéuticas para pacientes com novo aumento da
PLAP sem comprovagdo clinica de uma recidiva tumoral, exige o conhecimento exato da taxa de resultados
falso-positivos. No estudo de KOSHIDA et al. (1996) verificou-se uma taxa de 1,8 % - para uma andlise de
679 amostras - de falso-positivos. Trata-se da determinagio de 6 de um total de 116 pacientes, os quais
estavam em seguimento apds o tratamento para seminoma. Cinco destes 6 pacientes apresentaram uma
elevagdo transitdria e inexplicavel da PLAP. O sexto paciente era um fumante com um consumo de 30
cigarros ao dia, o qual demonstrou um aumento persistente da PLAP. Segundo os autores KOSHIDA et al.
(1996), a taxa de valor falso-positivo da PLAP nao foi mais alta do que aquelas da B-hCG e LDH, calculadas
com sendo 0,6 e 5,6 %, respectivamente. Estes marcadores ndo sio, no entanto, influenciados pelo habito de
fumar (KOSHIDA et al., 1996).

Os aumentos transitérios da PLAP por ocasido do seguimento relatados por outros autores
(WAHREN et al., 1979; JEPPSSON et al., 1983; JAVADPOUR, 1983; COOPER et al., 1985; WAHREN et
al., 1986) foram de fato ndo exclusivos, porém sobretudo verificado em fumantes (EPENETOS et al., 1985;

HORWICH et al., 1985; TUCKER et al., 1985; WEISSBACH et al., 1997).
5.4 INFLUENCIA DO HABITO DE FUMAR SOBRE OS VALORES SERICOS DA PLAP

A questio do aumento da PLAP devido ao hdbito de fumar é discutida de maneira controversa.

NIELSEN et al. (1990), que avaliaram a PLAP como marcador de valor limitado para os seminomas,
relacionam isto ao fato dos valores medidos serem influenciados pelo hébito de fumar. No estudo por eles
realizado (NIELSEN et al., 1990), no qual a PLAP foi determinada por meio -de um método catalitico, foi

analisada a influéncia do habito de fumar sobre 1385 amostras de pacientes sem indicios de atividade de
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doenga neopldsica. O valor médio da PLAP para fumantes foi de 28,8 U/l (26,7 - 30,9), estatisticamente
significantemente maior do que para nio fumantes, os quais apresentaram um valor médio de 15,9 U/l (14,6 -
17,2). O valor médio aumentou de acordo com o aumento do numero de cigarros consumidos. Assim foi
verificada uma relagdo direta entre o valor médio e o numero de cigarros consumidos diariamente. O valor
médio calculado para ex-fumantes (um ano sem consumo de cigarros), valor de 16,6 U/l (14,7 - 18,5), nao
apresentou diferengas para aqueles dos nao fumantes. Também o valor mediano para fumantes {22 U/l (3 -
165)} e nao fumantes {15 U/l (1 - 103)} apresentou diferengas estatisticas significantes.

Além disso, foram determinados, analisando-se 162 amostras, valores médios de PLAP de fumantes e
ndo fumantes com doenga tumoral ativa (NIELSEN et al., 1990). O valor médio da PLAP para fumantes com
doenca ativa foi de 47,2 U/l (29,1 - 65,3) e assim menor do que a de ndo fumantes com doenga ativa {78,6 U/l
(55,6 - 101,6)}.

Comparando-se o valor médio da PLAP entre ndo fumantes com e sem doenga ativa torna-se aparente
(NIELSEN et al., 1990) que pacientes com doenga ativa, cujo valor foi de 78,6 U/l (55,6 - 101,6), apresentam
valor médio mais elevado do que pacientes sem doenga ativa {15,9 U/l (14,6 - 17,2)}.

Comparando-se o valor médio da PLAP entre fumantes com e sem doenga ativa se verifica
(NIELSEN et al., 1990) que pacientes com doenga ativa {47,2 U/l (29,1 - 65,3)} apresentam valor mais
elevado do que pacientes sem doenga ativa {28,8 U/l (26,7 - 30,9)}.

Correspondentemente ao valor médio, os grupos (fumantes e ndo fumantes com ou sem doenga
neopldsica ativa) apresentaram diferentes valores medianos de PLAP (NIELSEN et al., 1990). Entre os nio
fumantes, os pacientes sem doenga ativa apresentaram um valor mediano de PLAP de 14 U/l (1 - 409),
enquanto que o valor para pacientes com doenga ativa mediu 30 U/l (4 - 455). Para fumantes sem doenga ativa
o valor mediano da PLAP foi de 22 U/l (3 - 165), e com doenga ativa de 21 U/l (1 - 569). O valor mediano
sérico mais alto foi verificado entre os nao fumantes com doenga ativa.

Diferengas entre os valores médio e mediano calculados indicam que os valores de PLAP
provavelmente nao sio distribuidos de maneira regular (NIELSEN et al., 1990). Uma outra anilise
demonstrou que 97 % dos ndo fumantes sem doenga neopldsica ativa apresentaram valores séricos da PLAP
menores que 40 U/l. Para os nao fumantes com doenga ativa e fumantes, os valores da PLAP se distribuem

irregularmente sobre uma grande drea de concentragdo. A determinagio do valor de referéncia é, por isso,
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problematica. Através da curva “receiver operating characteristic” (ROC) se permite definir um valor de
referéncia confidvel apenas para os nio fumantes.

Com o valor de referéncia de 35 Ujl definido por NIELSEN et al. (1990), foram determinados valores
de sensibilidade e especificidade para todos os pacientes de 45 % e 88 %, respectivamente, e para os nao
fumantes isoladamente de 47 % e 96 %, respectivamente. Os autores (NIELSEN et al., 1990) concluem que a
determinagdo do valor sérico da PLAP tem valor somente para os nio fumantes e, neste grupo, os valores
preditivos positivos somente seriam altos se um valor de referéncia correspondentemente elevado fosse
escolhido.

MASLOW et al. (1983) relataram sobre uma atividade elevada da PLAP no soro de fumantes sadios.
No seu estudo (MASLOW et al., 1983) foram analisados os valores séricos da PLAP de 76 voluntdrios sadios
- 51 ndo fumantes e 25 fumantes. O valor médio da PLAP para fumantes foi de 0,44 (0 - 1,17) U/l e para ndo
fumantes de 0,068 (0 - 0,144) U/1.

Em concordancia com as observagdes de NIELSEN et al. (1990) também MASLOW et al. (1983)
verificaram uma distribuigdo mais ampla dos valores da PLAP entre os fumantes. Comparando-se fumantes
com niao fumantes sadios foram definidos valores até 10 vezes mais elevados para os primeiros (MASLOW et
al., 1983).

No seu trabalho, MUENSCH et al. (1986) estudaram a atividade catalitica da PLAP com o método
enzimatico descrito por MASLOW et al. (1983), dentre outros, em 98 nio fumantes sadios e 65 fumantes.
Para os ndo fumantes foi calculado um valor médio de 0,068 U/l (O - 0,144), em comparagdo com um valor
médio para fumantes de 0,378 U/1 (0 - 1,02).

Em consonancia com os achados de MASLOW et al. (1983), também foi verificada no presente
estudo uma tendéncia, segundo a qual os fumantes apresentam valores mais elevados da PLAP. Esta diferenga
ndo pdde ser confirmada estatisticamente possivelmente devido ao pequeno nimero de pacientes (ver tabelas
15 € 16).

Na analise da influéncia do habito de fumar sobre os valores séricos da PLAP, também os aspectos
relacionados aos métodos de determinagao precisam ser considerados.

DE BROE e POLLET (1988) calcularam, ao estudar 85 nao fumantes sa\dios (1 ano sem fumar) e 128

fumantes (consumo de mais de 15 cigarros diariamente) valores médios da PLAP de 19 (0 - 53) mUfl e 50 (O -
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390) mU/l, respectivamente. Neste estudo multicéntrico as concentragdes séricas da PLAP foram
determinadas com o auxilio de mAbs. Dezenove por cento dos fumantes apresentaram valores elevados da
PLAP sem que existisse uma doenc¢a neopldsica concomitante, enquanto que no grupo dos nio fumantes
nenhum valor falso-positivo de PLAP foi verificado. Os dados obtidos neste estudo (DE BROE e POLLET,
1988) permitiram as seguintes reflexdes: para os nao fumantes um valor de referéncia de 60 mUj/l seria
adequado, o qual ao se incluir os fumantes deveria ser aumentado para 200 mUJl, para que uma especificidade
satisfatoria fosse alcangada. Para um valor de referéncia de 60 mU/l a sensibilidade do estudo aumentaria
correspondentemente. Como os autores ndo dispunham de informagdes a respeito do habito de fumar dos
pacientes com doenga neoplasica, o valor de referéncia foi dado como sendo de 100 mUjJl.

Valores da PLAP mais elevados apés o término do tratamento para tumor testicular foram relatados
por POTTEK et al. (1995) para fumantes. Segundo os autores, os valores médios da PLAP nesta condi¢io
foram de 46,3 UJt (0,1 - 251) para 44 fumantes e de 8,5 U/l (0,1 - 49) para 66 ndo fumantes. Andlises
estatisticas resultaram numa diferenca significativa (p < 0,05). Também no pré-operatério os valores séricos
da PLAP foram mais freqiientemente elevados para fumantes (59 %) do que para nido fumantes (30 %).
Relevante foi a cinética da diminui¢ao do marcador, a qual pareceu ser independente do habito de fumar. Os
autores concluem que a determinagdo da PLAP sérica, considerando-se o tempo de meia vida biolégico,
oferece importantes informagdes a respeito da extensdo tumoral e a evolugdo da doenga para pacientes com
TGT (POTTEK et al., 1995).

KOSHIDA et al. (1996), no entanto, sem apresentar precisamente os resultados do seu estudo,
relataram que, ao comparar os valores séricos da PLAP de 39 pacientes com seminoma puro e consumo de
cigarros definido (fumante e ndo fumante), nao encontraram nenhuma diferenga em relagdo a sensibilidade e
especificidade da PLAP destes dois grupos. No seu estudo o valor sérico da PLAP foi determinado com um
método imunocatalitico monoclonal.

A expressdo da PLAP foi estudada com o auxilio de mAbs (H317 e E6) em material fixado em
parafina originado de tecido pulmonar de 16 individuos (NOUWEN et al., 1986). Esta enzima foi identificada
em células alveolares tipo I e células epiteliais dos bronquiolos. A atividade da PLAP se origina, em fumantes,
de células alveolares tipo I, as quais liberam a enzima devido a lesdo celular (PRIOR et al., 1986). PLAP

também foi detectada em 5 de 10 amostras de carcinomas pulmonares (NOUWEN et al., 1986). Células
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alveolares hiperplasicas tipo II ndo demonstraram uma expressao da PLAP. Os autores (NOUWEN et al.,
1986) suportam o conceito de que a detec¢do da PLAP em tecido pulmonar ndo é um sinal da presenga de
doenca das células deste orgao.

Devido aos dados apresentados, alguns autores (HORWICH et al., 1985; MUENSCH et al., 1986;
NIELSEN et al., 1990) sugerem uma determinagdo do valor sérico da PLAP de rotina para pacientes com
TGT somente quando os fumantes sejam excluidos. Ainda estd para ser estudado se, através de informagio
simultdnea obtida por anamnese a respeito do habito de fumar de um determinado paciente, uma falha de

interpretagao dos resultados pode ser, se ndo completamente excluida, ao menos reduzida.

Em estudo imunohistoquimico, HAMILTON et al. (1990) examinaram a expressdao da fosfatase
alcalina originada da placenta e da PLAP em 254 amostras de congelagdo de diferentes tecidos humanos,
normais e neopldsicos, com os anticorpos mAbs H317, HI7E2 e H315. Ambas as enzimas foram identificadas
em tecido normal do timo, em tecido testicular fetal e de recém-natos, assim como tecidos endocervical e
tubdrio normais. As enzimas foram detectadas em 21 de 22 TGT e 28 de 167 tumores de outras origens.
Dentre estes houve reagdo positiva para 8 de 17 carcinomas de ovario (47 %) e para 9 de 17 tumores do trato
intestinal proximal (52 %). Os autores interpretaram os resultados no sentido de que a PLAP, em pacientes
com TGT, é produzida através de um aumento da expressdo normalmente presente no tecido germinativo.

Uma analise critica entre pacientes com doengas malignas ndo testiculares e nio originadas de tecido
germinativo masculino demonstra que PLAP pode ser considerado como possivel marcador tumoral somente
para os seminomas. Os achados também demonstram que ainda estd para ser determinado se a PLAP
apresenta um valor clinico para os tumores ovarianos (COOPER et al.,, 1985; MUENSCH et al., 1986;
FISHMAN, 1987; HAIJE et al., 1987; DE BROE e POLLET, 1988; NEWLANDS et al., 1988; FISKEN et al.,
1989; GARGANO et al., 1990; HORDING et al.,, 1990, KOSHIDA, 1990; NOZAWA et al., 1990;
THOLANDER et al.,, 1990; STIGBRAND et al., 1990; BAST et al., 1991; TOFTAGER et al., 1992;

VERGOTE et al., 1992).

No presente estudo, 10 dos 60 pacientes com doenga benigna (16,7 %) apresentaram uma elevagio

dos valores séricos da PLAP. Uma relagdo entre o tipo de doenga benigna e a elevagdo da PLAP sérica nao foi



39

verificada. Com o emprego de um método imunocatalitico monoclonal, HIRANO et al. (1987) observaram
que a concentragdo da PLAP em tecido testicular nao estava elevada em 3 pacientes com doenga testicular
benigna (hidrocele, orquite e hemangioma).

Sem apresentar os resultados detalhadamente, ANSTISS et al. (1971) demonstraram, com o auxilio
de um método enzimatico, que uma discreta elevagdo dos valores séricos da enzima Regan estava presente em
um nimero significante de voluntdrios com dependéncia do élcool.

MUENSCH et al. (1986) detectaram, em 7 de 58 pacientes com doengas benignas, uma elevagao dos
valores séricos da PLAP: 3 pacientes apresentavam uma doenga hepdtica por alcoolismo, 2 uma hepatite do
tipo B, 1 uma doenga pulmonar obstrutiva cronica e 1 uma insuficiéncia cardiaca cronica. Nao foi verificado,
neste estudo, nenhum aumento dos valores séricos da PLAP em associagdo com determinada doenga benigna
(MUENSCH et al., 1986).

A semelhanga dos marcadores AFP, 8-hCG e LDH, nao ha nenhuma necessidade cientificamente
comprovada de utilizar a PLAP por ocasido de um programa de screening para a detecgdo precoce de tumores
testiculares. Um valor diagndstico pode ser obtido, no entanto, quando da determinagéo sérica da PLAP em
conjunto com B-hCG e AFP para pacientes com tumores testiculares por ocasido do diagnéstico diferencial
(KOSHIDA, 1990). Devido a especificidade de 83,3 % descrita no presente estudo, um valor normal da PLAP
ndo tem a propriedade de alterar a indicagdo de uma exploragdo cirurgica quando da duvida diagndstica.
Quando da presenga de um valor superior a 12 pmol/l e duvida diagndstica deve-se considerar, como
possibilidade maior, a presenca de um TGT, pois valores de tal magnitude nao foram detectados para

pacientes com doengas benignas.

Devido aos conhecimentos adquiridos com este estudo, PLAP pode ser considerada, com uma
sensibilidade de 41 % e uma especificidade de 83,3 %, um marcador potencial no diagndstico e seguimento de
pacientes com seminomas puros ou tumores mistos com elementos seminomatosos. Apesar das limitagdes de
especificidade (NIELSEN et al., 1990) muitos estudos publicados até a presente data favorecem o emprego
(LANGE et al., 1982; JAVADPOUR, 1983; JEPPSSON et al., 1983; COOPER et al., 1985; EPENETOS et al.,
1985; FORD et al., 1985; HORWICH et al., 1985; TUCKER et al., 1985; WAHREN et al., 1986; DE BROE e

POLLET, 1988; YAMAMOTO et al., 1988; KOSHIDA et al., 1991; POTTEK et al., 1995; KOSHIDA et al.,
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1996; WEISSBACH et al., 1997) da PLAP para seminomas, tumores estes sem outros marcadores mais

sensiveis.
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6 CONCLUSOES

e Considerando-se um valor de referéncia de 3,75 umol/fl, a maior sensibilidade do método enzimitico
empregado neste estudo para determinar os valores séricos da PLAP (isoenzimas da fosfatase alcalina
placentdria) foi verificada para pacientes com seminomas puros (40,7 %), seguido de uma sensibilidade
de 37,5 % para os tumores mistos com elementos seminomatosos. O marcador tumoral para seminomas
puros com maior sensibilidade foi PLAP: a $-hCG estava elevada em somente 19,3 % dos casos. A
especificidade da PLAP foi de 83,3 %. O método empregado para determinar a PLAP pode influenciar os
valores de sensibilidade e especificidade.

* Naio se verificou nenhuma correlagdo entre a magnitude dos valores séricos da PLAP e o estadio tumoral.

¢ Todos os pacientes com niveis séricos da PLAP elevados no pré-operatorio e com seguimento
demonstraram uma diminui¢io destes correspondente a evolugdo da doenga. A cinética de diminuigdo
deste marcador € relevante.

* Caso PLAP seja utilizada como controle no seguimento apds terapia primdria, o hdbito de fumar do
paciente necessita ser considerado para evitar erros de interpretagdo. Este hébito pode determinar valores
falso-positivos.

* PLAP pode ser considerada como potencial marcador no diagndstico e acompanhamento de pacientes

com seminomas puros ou tumores mistos com componentes seminomatosos.
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