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"The prostate ISa very unusual organ in that wIth aging most organs atrophy, whereas

the prostate gland almost mvariably hypertrophIes and in a very high percentage of

cases develops a malignancy."

Israeli et aI., 1993

"What IS requued is to Identify a better standard for tumor marker detection than the

LNCap cell. One possibilIty would be to use a RNA mImIC that could be incorporated

mto the reaction but yield a product of slightly different molecular size."

Warren Heston, 1995

"An important task yet to be solved is to find parameters able to estimate the

malIgnant potentIal of the tumor preoperatively."

Marcelo Bendhack et aI., 1997a

"Prostate cancer kills but not everyone.

How can we IdentIfy the bad actors?"

Mall! Menon, 1997
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RESUMO

As tecnologias moleculares de reayao em cadeia pel a pohmerase (PCR) e PCR-
transcnptase reversa (RT-PCR) sao potentes mstrumentos para a mvestIgayao em
medicma. Estes metodos tern sido progressivamente adaptados para 0 usa pratico em
relayao a momtorizayao climca dos pacientes com doenyas malignas. Os obJetIvos do
presente estudo sao: detectar celulas cancerosas no sangue penfenco de pacientes com
carcmoma da pr6stata (PCa) localizado submetIdos a prostatectomia radical atraves do
usa da RT-PCR para 0 antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA),
demonstrar a construyao da molecula PSMA MIMIC, utilizada para padromzayao da
reayao, e apresentar os resultados do metodo em relayao aos periodos pre-, intra- e
p6s-operat6no, relacionando-os com estadlO tumoral, doenya nos linfonodos, margens
positIvas e grau de diferenciayao celular tumoral. Entre junho de 1996 a julho de 1999
foram realizadas 212 determinayoes do PSMA em amostras de sangue penferico de
117 paclentes e voluntanos sadios, no Departamento de Urologia da Universidade
Hemnch-Heine de Dusseldorf, Laborat6rio de Biologia Molecular. Os resultados
foram anahsados de modo prospectivo. Amostras de sangue penferico foram obtIdas
de pacientes subdividividos em tres grupos: 57 pacientes com PCa locahzado, 27
paclentes com hiperplasia da pr6stata (BPH), e 29 pacientes do gropo controle com 1)
outras doenyas do trato unnario exceto da pr6stata (n = 15) e Ii) mulheres e homens
(voluntarios) sadios (n = 14). Outros 4 pacientes estudados apresentaram PCa
metastatico. Adicionalmente, amostras de sangue periferico foram obtidas no periodo
pre-operat6rio (urn dia antes), trinta minutos ap6s a remoyao da peya cirurgica e duas
semanas ap6s a prostatectomia radical (RRP) de 38/57 pacientes com PCa. Amostras
de sangue penferico de 19/27 pacientes com BPH submetidos a ressecyao transuretral
da pr6stata foram obtidas 30 minutos ap6s a cirurgia. Uma molecula extern a
padromzada (PSMA MIMIC) foi construida para a RT-PCR para PSMA com 0

obJetIvo de avaliar estes paclentes no pre-operat6no e venficar a dissemmayao de
celulas no intra- e p6s-operat6rio a partIr de amostras de sangue penferico. PSMA
MIMIC apresenta a mesma sequencia que 0 PSMA end6geno com exceyao de uma
deleyao central de 85 bp, permitindo assim a amplificayao de ambos os alvos
simultaneamente. No sentido de eliminar a transcriyao Ilegitima de PSMA foi
estabelecldo 0 valor de corte de 560 moleculas/ml de sangue. Os sinals de PSMA
end6geno de pacientes com PCa vanaram entre 850 e 9.900 moleculas transcntas e
corresponderam a 2 - 20 celulas que expressam PSMAlml de sangue. Com este
metodo, a taxa de falso-pOSItIvos dimmuiu significativamente: somente 25% (14/57)
dos paclentes com PCa, 11% (3/27) dos pacientes com BPH e 7,7% (2/27) dos
controles sem doenya prostatica mostraram resultados positivos, se comparados com
os resultados da reayao sem 0 uso da PSMA MIMIC de 42% (24/57), 30% (8/27) e
27% (9/27) para os mesmos gropos, respectIvamente. HoU\re aSSOCIayaO
estatistIcamente significanva (p = 0,044) entre 0 grau de diferenciayao tumoral (G 1
versus G2 versus G3) e os resultados da PSMA RT-PCR no pre-operat6rio. Foram
venficadas tendenCIaS de aSSOCIayaO(estatIsticamente nao signIficativas) para 0

esmdlO tumoral. Foi IdentIficada diSSemmayao de celulas prostaticas por ocaSIao de

x



27% das TUR-Ps e 21% das RRPs. Em conclusao, 0 usa padronizado da molecula
onginalmente construida PSMA MIMIC permite a aplicayao do metodo de PSMA RT-
PCR para a detecyao de celulas prostatlcas no sangue periferico, aumentando a sua
espec1flcldade. Estudos futuros deverao determinar se a disseminayao de celulas
prostatlcas no sangue penfenco se correlaciona com a taxa de recidiva tumoral, local e
a dlstancla, ap6s a prostatectomia radIcal.

Xl



ABSTRACT

The molecular technologies of polymerase cham reaction (PCR) and reverse
transcnptase-PCR (RT-PCR) are powerful tools for investigative medicine. These
methods are bemg mcreasmgly adapted for practical use m the clmical momtoring of
patients WIth malignancy. In order to identify tumor cells m peripheral blood of
patlents with localized prostate cancer (PCa) using RT-PCR to the prostate-specific
membrane antigen (PSMA), the present study shows the construction of the molecule
PS:NIAMIMIC, the standardIzation of the PSMA RT-PCR and the results in the pre-,
mtra- and postoperative phases of patIents who undergo radical prostatectomy.
Additionally, the results are correlated to tumor stage, lymphnode status, positive
margins and tumor grade. Between June 1996 and July 1999 a total of212 PSMA RT-
PCRs WIth penpheral blood samples of 117 patlents and healthy volunteers were
performed m the Department of Urology of the Heinrich-Heme Umversity Dusseldorf,
Molecular BIOlogy Laboratory. The results were evaluated prospectively. Blood
samples were obtained from persons divided into three groups: 57 patients with
localized PC a, 27 patients with benign prostatIC hyperplasia (BPH), and 29 control
patIents with 1) other urinary tract diseases but BPH and PCa (n = 15), and ii) healthy
volunteers (n = 14). Other 4 patients had metastatic PCa. Additionally, blood samples
were obtamed m the preoperative penod (one day before), within 30 mmutes after and
2 weeks after radical prostatectomy (RRP) of 38/57 PCa patients. Samples were also
obtamed 30 minutes after transurethral res section of the prostate (TUR-P) from 19/27
BPH patients. An external standard molecule (PSMA MIMIC) was constructed for
PSMA RT-PCRs m order to evaluate PCa patients preoperatively and to identlfy
spread of cancer cells into peripheral blood in the intra- and postoperatIve penods.
PSMA MIMIC has the same sequence as endogenous PSMA with exceptIOn of a
central 85 bp deletIOn, allowing the amplification of both targets sImultaneously. A
"cut-off' value of 560 molecules/ml blood to filter for illegitimate PSMA transcription
was established. Endogenous PSMA SIgnals from patients with PCa varied between
850 and 9900 transcript molecules, corresponding to 2-20 PSMA expressing cells/ml
blood. The rate of "false-positives" SIgnificantly decreased. Only 25% (14/57) of the
patIents WIth PCa, 11% (3/27) of patients with BPH and 7,7% (2/27) of the controls
WIthout prostatIc dIsease were pOSItive when compared to 42% (24/57), 30% (8/27)
and 27% (9/27), respectively, without PSMA MIMIC. An associatIOn between tumor
grade (Gl versus G2 versus G3) and the pOSItive PSMA RT-PCR results before
surgery was verified (p = 0,044). A tendency of association was also detected to tumor
stage, although not significant. In addItion, a dissemmation of prostate cells during
27% of TUR-Ps and 21% of RRPs was found. The use of thIS newly constructed
external standard molecule broadens the applIcation of PSMA RT-PCR techniques -
WIth higher specifity - for the detection of prostatlc cells spread. Further studies
should determinate if dissemmated prostate cancer cells in peripheral blood are related
to tumor recurrence after radical prostatectomy.
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1 INTRODU<;Ao

o cancer da pr6stata e, atualmente, a segunda neoplasia de maior prevalencla

entre individuos do sexo masculino no mundo, sendo superada apenas pelos tumores

malignos do pulmao (LA1\TlnS et aI., 1999; BREWSTER et aI., 2000; MAJEED et

aI., 2000).

Desde 0 estabeleClmento do antigeno prostatico especifico (PSA) como

marcador tumoral para detecyao precoce do carcinoma da pr6stata (PCa), ha cerca de

10 anos, foi verificado urn aumento importante na incidencia desta doenya. Outra

conseqi.iencia foi a detecyao da maioria dos tumores da pr6stata na fase de doenya

localizada e, aSSlm sendo, passiveis de tratamento curativo pela prostatectomia

radical. Assunto de pesqUlsa de extrema lmportancia em relayao a essa doenya, ainda

em desenvolvlmento, e a definiyao de parametros que possam determinar 0 potenCIal

de mahgnidade do tumor (BENDHACK et aI., 1997).

Apesar da melhora em relayao ao diagn6stico precoce com a introduyao do

PSA, ha necessidade de se encontrar melhores marcadores para 0 PCa, sobretudo

quando 0 valor deste marcador se encontra abaixo dos 10ng/mI. Nao ha, para

subgrupos de pacientes com PCa e PSA entre 2 a 9 ng/ml, dlferenyas estatistIcas com

relayao as taxas de cura (STAMEY, 2000). Essa falta de senslbihdade e

especlficidade do PSA determinou a procura, por parte dos pesqUlsadores, de novos

metodos de diagn6stico (BEDUSCHI et aI., 1998). Anahsando os marcadores

tumorms PSA e PSMA em estudo multicentrico, MlTRPHY et aI. (1995b) concluiram

que PSMA apresenta 0 malOr valor progn6stIco. Ao se considerar a senslbilidade da

RT-PCR para PSA e PSMA, ISRAELI et aI. (1993, 1994) demonstraram resultados

mms favoravels para 0 PSMA.

Existe tentativa de se defi.lllr 0 progn6stlco ou estadlamento molecular de

paclentes com PCa locahzado atraves do uso da reayao da transcnptase revers a e em
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cadeia com a polimerase (RT-PCR), tanto para 0 antigeno prostatico especifico de

membrana (PSMA) como para 0 antigeno prostatico especifico (PSA). Experimentos

neste sentIdo tern sido realizados, porem limitac;oes devido a vanabilidade da

metodologla empregada e a falta de controles impedem comparac;oes efetlvas e

conclusoes definitivas. RT-PCRs confiavels para PSA e PSMA requerem protocolos

padromzados, 0 uso de controles mternos e padroes externos como pre-requisito para

metodos quantitativos (SCHMIDT et aI., 1998).

o presente estudo tern como objetIvos principais:

1. Descrever a construc;ao da molecula PSMA MIMIC e a padronizac;ao da PSMA

RT-PCR para avahac;ao de paclentes com PCa submetIdos a prostatectomia

radical mediante a definic;ao de urn valor de corte.

2. Comparar os resultados do metoda padronizado com PSMA MIMIC e sem

PSMA MIMIC no periodo pre-operat6rio.

3. Apresentar os resultados do novo metodo em relac;ao aos periodos intra- e p6s-

operat6rio.

4. Comparar os achados em relac;ao ao estadlO tumoral, doenc;a nos linfonodos,

margens positivas e grau de diferenciac;ao das celulas tumorais com os resultados

de RT-PCR para PSMA no periodo pre-operat6rio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DA PROSTATA

SPAPEN et al. (2000), avahando os resultados obtidos pelo RegIstro de

Cancer de Rotterdan, observaram aumento no numero de casos novos de carCInoma

da pr6stata diagnostlcados entre 1989 e 1995. Utilizando a populayao europela como

referencia, a incidencia do cancer da pr6stata em 1995 foi de aproximadamente 0

dobro (125: 100.000 habitantes) da verificada no ana de 1989 (62: 100.000

habitantes).

o carcinoma da pr6stata e atualmente estimado como sendo 0 responsavel por

cerca de 14% dos 6bitos relacionados a cancer nao cutaneo nos Estados Unidos da

America (PARKER et al., 1996). Isto representa urn risco de 20% para 0

desenvolvimento da doenya durante a vIda. As taxas de mortalidade ajustadas a idade

revel am que 0 cancer da pr6stata causa entre 3 e 33 mortes a cada 100.000 pessoas

(PARKER et al., 1996).

Os dados relaclOnados a incidencia clinica demonstram urn numero imenso de

mdIviduos doentes. Mesmo assim, subestima-se a real prevalencia desta neoplasIa

mahgna. 0 aumento continuo na incidenCIa do cancer da pr6stata e 6bItOS

relaClOnados significa que, apesar dos avanyOS na detecyao precoce e tratamento,

estrategias melhores precis am ser conslderadas para enfrentar esta doenya (EBERT e

BE1\TDHACK, 1997).

Tres fatores foram conslderados responsavels pela elevayao da mCIdencia do

cancer da pr6stata: 0 envelhecImento da populayao, com urn consequente aumento no

numero de mdividuos com nsco aumentado para esta neoplasia (SCARDINO et al.,

1992; CATALONA et al., 1993), maior interesse da populayao pelo cancer da

pr6stata, motivado pelas campanhas de prevenyao (POTOSKY et al., 1995) e, 0 mms
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Importante, a dosagem do antigeno prostatico especifico serico (PSA), introduzido

como rotina para 0 diagn6stico precoce em 1987, por recomendac;ao da American

Cancer Society e American Urological AssoczatLOn (METLIN et aI., 1993; OLSSON

et aI., 1994, SLAWIN et aI., 1995; yon ESCHENBACH et aI., 1997).

Desta forma, desde que 0 antigeno prostatico especifico (PSA) fOl

estabelecido como marcador tumoral para detecc;ao precoce do carcmoma da

pr6stata, foi venficado aumento importante na mcidencia desta doenc;a. Outra

consequencla da determinac;ao do PSA consiste no fato de que a maioria dos turn ores

da pr6stata atualmente diagnostIcados se encontram na fase de doenc;a localizada e,

aSSIm sendo, saD passiveis de tratamento curativo pel a prostatectomIa radical. Urn

assunto de extrema importancia de pesquisa em relac;ao a esta doenya, ainda em

desenvolvimento, e a definiyao de parametros - no periodo pre-operat6rio - que

possam determinar 0 potencial de malignidade do tumor (BENDHACK et aI., 1997).

Conceitos terapeuticos que, a exemplo de outros tumores do trato urinario e

pe1a avahayao do risco da doenya, permitam evitar urn tratamento radical para

paclentes com muito born progn6stico, e que ajudem a mdicar uma terapla maXIma -

e assim curativa - para pacientes com alto risco, saD extremamente importantes

(BENDHACK, 1996). Neste senti do os marcadores tumorais representam urn metodo

auxIhar mdispensaveI.

2.2 MARCADORES TUMORAIS

Ra mUlto tempo se procura Identificar marcadores que indiquem a presenc;a de

urn processo tumoral. Estas substancIas, denommadas "marcadores tumoraIs",

apresentam-se frequentemente como conseqtencia da transformayao celular mahgna.

Elas podem ser Identificadas histologicamente no tecldo tumoral - marcadores

celulares, p. ex., receptores hormonms do cancer da mama - ou em liqUldos corporais
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- marcadores humorais, p. ex., antigenos assoclados a tumores, hormomos e

marcadores mduzidos pelo tumor. A determinac;ao de marcadores tumorais sencos

representou grande desenvolvlmento para a oncologia (HEISE et al., 1994).

Antigenos assocmdos a neoplasias sac produzidos pelos proprios turn ores e

secretados no soro. Nesta classe encontram-se, dentre outros, antigenos oncofetais

como alfa-feto-proteina (AFP) e antigenos tumoraIS definidos por anticorpos

monoclonals (mAbs) como p. ex., CA 125. Tambem determinados hormomos como

a subumdade beta da gonadotrofina coriomca humana (B-hCG) podem ser produzldos

em grande concentrac;ao pelo tecido tumoral de celulas germinativas (HEISE et al.,

1994), e enzimas taIS como as isoenzlmas da fosfatase alcalina placentaria (PLAP)

pel as neoplasias de celulas germmatlVas do testiculo, especialmente os semmomas

(BENDHACK, 1999a; BENDHACK, 1999b).

Os marcadores tumorais nao sao, com poucas excec;6es, especificos de)

determinados orgaos. Todavla se consegum, por meio da mtroduc;ao de novos

marcadores tumorais definidos por antIcorp os, melhorar a especificidade em relac;ao

ao orgao (HEISE et aL, 1994). Por meio da determinac;ao quantItativa com tecmcas

radioimunologlcas verificou-se que a sensibilidade depende da pureza do marcador

tumoral em questao - AFP e B-hCG, enquanto que a especificIdade depende da

quahdade dos anticorpos (ACKERMANN, 1979).

Idealmente os marcadores tumorais deveriam apresentar as seguintes

propriedades (HEISE et al., 1994):

1- 100 % de diferencIac;ao entre mdIviduos saos e doentes;

2- defimc;ao de todos os pacientes com tumor, se possivel em estadio mIcIal;

3- especIficldade em relac;ao ao orgao envolvido, permitindo aSSIm identIficac;ao da

locahzac;ao do tumor;

4- correlac;ao entre a magnItude de elevac;ao do marcador livre circulante no soro

com 0 estadio tumoral proprio;
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5- mdlCayaO de todas as alterayoes da evoluyao do processo quando sob terapia e

segmmento;

6- informayoes progn6sticas relacionadas ao grau de elevayao do marcador.

Caso as duas pnmelras condiyoes se fayarn presentes, a utilizayao do marcador

em questao durante urn processo de detecyao precoce em pessoas sadias, tambem

conhecldo como screening, seria possivel e raclOnal. Sendo a genese tumoral mUlto

complexa, provavelrnente tal marcador tumoral nao exista.

A determinayao de marcadores tumorais auxilia a definir condutas terapeuticas

precocemente, nao sendo, no entanto, adequados para screening. Assim, necessitam

ser consideradas em associayao com outros achados de exames e com a evoluyao

climca da doenya (MANN, 1990).

No entanto, alguns marcadores tumorais sao utilizados atualmente para 0

controle de pacientes considerados como membros de gropos de risco. Isto e

especialmente valido para 0 antigeno prostatICO especifico (PSA), cuja determinayao

e sugerida para hornens com Idade superior a 45 anos para 0 diagnastIco precoce do

carcinoma da prastata (CARTER e PARTIN, 1998). 0 PSA determmado de rotina

alem de aumentar a detecyao do carcinoma prostatico mais que 0 exame diglto-retal,

tambem aumenta 0 valor predltivo positivo do exame retal e eleva a taxa de detecyao

de carCInomas restntos ao argao e significantes em termos de tamanho e

diferenClayaO (CARTER e PARTIN, 1998). Ele e caracterizado por sensibihdade

satIsfat6na (probabilidade do teste ser positIvo quando da presenya de urn tumor, isto

e, verdadeiro POSItlVO)e especificidade (freqUenCla de verdadeiros negativos entre

mdlViduos sadlOs). 0 metodo malS eficiente para a detecyao desta doenya e, no

entanto, a aSSOClayaOdo exame digito-retal e a dosagem do PSA, no sentido de

determinar 0 nsco da presenya da doenya (SOC1EDADE BRAS1LE1RA DE

UROLOG1A, 1998).
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Urn fator fundamental para 0 uso adequado de marcadores tumorais e a

consequencla terapeutica que 0 resultado anormal deste exame pode causar. Neste

contexto, parametros que possam indrcar a evoluyao da doenya e precocemente

apontar com seguranya uma recidiva sac de grande ImpOrtanCla (MANN, 1990)

Marcadores tumorais frequentemente definem recidivas e/ou metastases mais

precocemente do que metodos de imagem. Esta diferenya de tempo se encontra, em

media, na ordem de 3 a 6 meses e pode ser, em casos particulares, ate maior do que

urn ana (HEISE et aI., 1994). Atraves da determinayao de marcadores tumorais se

permite definir melhor 0 estadio clinico da doenya (BURT e JAVADPOUR, 1981).

A taxa de reduyao p6s-operat6ria de urn marcador senco (tempo de meia vrda

brol6g1ca) auxiha a definir se houve a retlrada completa do tumor mediante a clrurgia

(HEISE et aI., 1994). 0 tempo de meia vIda do PSA e calculado em 1.6 dlas

(SEMJONOW et aI., 1994). Devido, no entanto, a urn padrao blfaSlCO de declimo na

sua concentrayao, alguns autores afirmam que a determmayao do PSA antes de 30

dlas ap6s a prostatectomia radical nao permitiria uma conclusao acerca da presenya

ou ausencia de doenya residual (VAN STRAALEN et aI., 1994). Os 6rgaos

assocI ados a eliminayao das diferentes formas moleculares do PSA sac 0 figado e 0

nm (BIRKENMEIER et aI., 1999).

A elevayao dos valores pre-operat6rios, lStO e, uma nova elevayao da

concentrayao do marcador ap6s 0 tratamento apresenta, para certos marcadores, valor

progn6stico. Especmlmente no seguimento dos pacientes, urn novo aumento ou a

permanencla de valores elevados esta intlmamente relaclOnado ao progn6stlco. Os

valores predItlVOS POSItIVO e negatIvo se apresentam, nessa situayao, como

parametros Importantes para mterpretayao dos resultados (HEISE et aI., 1994).

Recentemente, progressos na cltogenetica e blOlogia molecular permrtiram

estudos sobre a carcmogenese, progressao tumoral e desenvolvlmento de metastases

no nivel de genes especificos (ACKERMANN e SCHMITZ-DRAGER, 1994).
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2.3 MARCADORES TUMORAIS PARA 0 CARCINOMA DA PROST ATA

2.3.1 Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

o antigeno prostatico especifico (PSA) e uma proteina serica, produzlda pelo

epitelio prostatico e pelas glandulas periuretrais do homem, tendo sido primeiramente

identificado no liquido seminal por HARA et aI. (1971). Dois anos mais tarde LI e

BELING (1973), determmaram 0 peso molecular do PSA (30.000 Daltons) e

descreveram as suas caracteristicas na eletroforese. Em 1979, 0 PSA foi isolado no

tecido prostatlco por WANG et aI. No ana seguinte, esse mesmo grupo de

investlgadores relataram a presenya do PSA no soro de pacientes com cancer da

pr6stata (PAPSIDERO et aI., 1980). 0 gene para 0 PSA esta localizado no bravo

longo do cromossomo 19 (19q), e a sequencia do seu DNA foi determinada por

LUNDW ALL e LILJA (1987).

o PSA e secretado no liquido seminal em altas concentrayoes [0,24 mg/ml a

5,5 mg/ml] (SENSABAUGH, 1978) e sua funyao e liquefazer 0 coagulo semmal

(LILJA, 1985; McGEE e HERR, 1988). No soro, 0 PSA e encontrado normalmente

em concentrayoes muitos menores (ng/ml) e possui duas formas moleculares: livre e

hgado as antiproteases plasmaticas alfa)-antIqmmotripsma e alfarmacroglobulina

(CHRISTENSSON et aI., 1990; LILJA et aI., 1991; STENMANN et aI., 1991).

A concentrayao das antlproteases no soro e muito supenor a do PSA. Portanto,

todo 0 PSA enzimaticamente atIvo devera formar complexos com as antIproteases,

pnncipalmente a alfa2-macroglobulma (MG). A ligayao do PSA a alfaj-

antiquimotripsina (ACT) matIva a ayao proteolitica do PSA, mas 0 complexo PSA-

ACT permanece ImunodetectaveI. Por outro lado, 0 complexo PSA-MG nao cessa
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total mente a atIvldade de protease do PSA, porem nao e detectavel

Imunologicamente (CHRISTENS SON et aI., 1990).

A forma lIvre do PSA, sem ac;ao proteolitlca, provavelmente e mantida mativa

dentro das celulas epitehals ate ser liberada no soro. Esta forma livre nao constitUl

complexos com as antiproteases e e imunodetectavel (LILJA et aI., 1991). ASSllTI,a

forma livre do PSA e 0 complexo PSA-ACT SaGlmunodetectaveis e representam 0

PSA senco total determinado pelos metodos atualmente disponivels.

Alterac;5es da arquitetura normal da pr6stata podem levar a liberac;ao do PSA

das celulas epitelIals para 0 estroma prostatico, permitindo que 0 PSA tenha acesso a
corrente sangtiinea, determmando elevac;5es na sua concentrac;ao plasmatica. Isto

po de ocorrer em sItuac;5es como manipulac;ao prostatic a por bi6psia ou massagem

(STAMEY et aI., 1987) e presenc;a de doenc;a prostatica, como hiperplasia bemgna,

cancer ou prostatite (WANG et aI., 1981; ERCOLE et aI., 1987; ROBLES et aI.,

1988).

Desta forma, urn valor elevado do PSA senco e indlcatlvo da presenc;a de

doenc;a prostatica, nao necessariamente cancer. AIem disso, nem todos os paclentes

com neoplasia mahgna da pr6stata possuem PSA elevado.

ImcIalmente, acredltou-se que 0 PSA nao seria util como marcador para 0

cancer da pr6stata, em virtu de da sua baixa especlficidade. Os pnmelros estudos

mdicaram que 21 a 86% dos mdlviduos com hiperplasia prostatica benigna (BPH)

possuiam PSA elevado (STAMEY et aI., 1987; OESTERLING et aI., 1988;

HUDSON et aI., 1989). Contudo, em dlversos trabalhos posten ores foi demonstrada

a aSSOClaC;aOentre os nivels sencos do PSA e 0 nsco para a presenc;a de cancer da

pr6stata (CATALONA et aI., 1991; LABRIE et aI., 1992; STONE et aI., 1994;

GANN et aI., 1995).
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A avahayao dos metodos de detecyao do cancer da pr6stata demonstrou que 0

PSA, como teste isolado, possuia 0 mais alto valor preditivo positivo. Uma proporyao

bem maior de paclentes com PSA elevado apresentou cancer na bi6psIa prostatIca em

comparayao a pacientes com exame retal dIgital (ERD) alterado ou ultra-sonografia

trans-retal da pr6stata (USTR) sugestIva para neoplasia (CAT ALONA et aI, 1994;

ELLIS et al., 1994; STONE et al., 1994). Alem disso, 0 ERD e a USTR sac

dependentes do examinador enquanto 0 PSA e uma medida objetIva do risco para

cancer.

o risco para neoplasIa mahgna da pr6stata e diretamente proporclOnal ao nivel

do PSA (COONER et al., 1990). A chance de detecyao de cancer na bi6psla

prostatlca e de 1:50 em paclentes com PSA abarxo de 4 ng/ml (LABRIE et al., 1992);

1:4 para PSA entre 4 e 10 ng/ml e 1:2 quando 0 PSA for superior a 10 ng/ml

(BRAWER et al., 1992; CATALONA et al., 1994; STONE et al., 1994; LITTRUP et

al., 1994).

Embora 0 PSA possua 0 mais alto valor preditivo positivo para cancer da

pr6stata, 0 seu usa Isolado nao e recomendado, uma vez que cerca de 25% dos

paclentes com carcinoma prostatico possuem PSA < 4 ng/ml. 0 metodo mais eficaz

de detecyao precoce do cancer da pr6stata e 0 emprego conjunto do ERD e dosagem

do PSA senco (CATALONA et al., 1994; LITTRUP et al., 1994; STONE et al.,

1994).

OESTERLING et al. (1993) descreveram sobre 0 ajuste do PSA em relayao a
ldade do paClente. BABAIAN et al. (1990) e LITTRUP et al. (1991) propuseram 0

emprego da densldade do PSA, calculada pel a razao entre PSA serico e volume

prostatico. CARTER et al. (1992), e SMITH e CATALONA (1994) defenderam a

avahayao dos nivels do PSA senco ao longo do tempo, conhecldo como velocldade

do PSA. Com 0 surgimento de metodos que perrmtem determmar a concentrayao de

cada forma molecular do PSA (livre ou conjugada com ACT), PARTIN et al. (1995),
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CATALONA et al. (1995) e LUDERER et al. (11995) tern estudado a relayao PSA

lIvre/total como meio de aumentar a especificidade do PSA.

A mtroduyao do antigeno prostatico especifico, na rotina de detecyao precoce

do cancer da pr6stata, nao teve como conseqlienCIa apenas 0 aumento na incidencia

da doenya. 0 tempo necessario para 0 diagn6stico foi reduzido de maneira

significativa, 0 que foi confirmado por meio de estudos longitudinais onde 0 PSA foi

determinado a partir de amostras de plasma congelado anos antes do diagn6stico de

cancer da pr6stata. Dados do Baltimore Longitudinal Study of Agmg (SHOCK et.al.,

1984), demonstraram que individuos com carcinoma prostatIco apresentavam

alterayao do PSA cerca de 4 anos antes do diagn6stico. Resultados similares foram

encontrados por GA1\TNet al. (1995), onde elevayoes do PSA foram percebidas 5,5

anos antes do dIagn6stico de neoplasia prostatica. Em estudo simIlar, utilizando

amostras de plasma congelado, TIBBLIN et al. (1995) demostraram que urn PSA > 4

ng/ml estava associado a urn risco 20 vezes malOr para cancer da pr6stata seis anos

ap6s 0 plasma ter sido colhido e armazenado.

Portanto, a utilizayao do PSA como metodo de diagn6stico precoce, parece

resultar em uma identificayao do cancer prostatico em urn momenta mais precoce de

sua evoluyao natural.

2.3.2 Antigeno ProstatIco Especifico de Membrana (PSMA)

o antigeno proStatiCO especifico de membrana (PSMA) e urn potencial

marcador para 0 diagn6stIco inicial e exato estadiamento do carcinoma da pr6stata,

aSSIm como auxilio na definiyao de tratamento e no acompanhamento desses

pacIentes (HOROSZEVlICZ et aI., 1987; ISRAELI et aI., 1993).
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o PSMA e uma proteina transmembrana do tIpo 2, composta por 750

aminOaCIdos, com peso molecular de 100 kDa, presente na superficle de celulas

epitelIaIs da pr6stata e com atIvIdade de hidr6lise do folato e NAALAdase. A

expressao de PSMA encontra-se aumentada em associayao com 0 cancer da pr6stata

e nos vasos sanguineos de mUltos tumores s6lidos (WRlGHT et aI., 1996A;

KAWAKAMI e NAKAYAMA, 1997, O'KEEFE et aI., 1998).0 gene do PSMA

consiste de 19 exons, compreendendo aproxImadarnente 60kb do DNA genornico. A

localizayao do gene que codifica 0 PSMA e Ilpll-pI2, todavia urn gene horn610go

mas nao Identico ao PSMA existe no cromossoma l1q14 (O'KEEFE et aI., 1998).

o PSMA foi origmalmente definido pelo anticorpo monoclonal 7Ell.C5 e

tern sido descrito como portador de grande especificidade it pr6stata

(HOROSZEWICZ et a!., 1987; LOPES et a!., 1990; ROSENSTROUS et aI., 1990;

ISRAELI et a!., 1994B; TROYER et a!., 1995; KAWAKAMI e NAKAYAMA,

1997; SILVER et a!., 1997), porem expressao minima tern sIdo observada no cerebro,

glandulas salivares e intestino delgado atraves de estudos de expressao protelca e

genetica (HOROSZEWICZ et aI., 1987; LOPES et a!., 1990; ROSENSTROUS et a!.,

1990; ISRAELI et aI, 1994B; TROYER et a!., 1995; KAWAKAMI e NAKAYAMA,

1997; SILVER et aI, 1997).

o PSMA esta aumentado no soro de pacientes com carcmoma da pr6stata. Isto

foi venficado atraves da determmayao da reativIdade com 0 anticorpo 7Ell.C5 por

metodos imunoabsorventes hgados it enzimas (ELISA) e analIse com Western blot

(ROCHON et aI., 1994; MURPHY et aI., 1995A; MURPHY et aI., 1995B;

MURPHY et a!., 1996A). A sua expressao aumentada e encontrada em assoclayao

com a progressao e no carcmoma prostatIco hormomo refratano (WRlGHT et aI,

1996a; KAWAKAMI e NAKAYAMA, 1997).

2.3.2.1 PSMA e Metodos de Deterrh.mayao
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A detecyao de celulas prostatIcas no sangue penfenco e nos linfonodos

baseada na expressao de genes especificos da pr6stata representa urn conceito

emergente. Isto estimulou muitos investigadores a analisar 0 potencial da tecnologla

associado a reayao em cadela com transcnptase revers a e pohmerase (RT-PCR),

recentemente resumido por alguns autores (COREY and COREY, 1998; GOMELLA

et aI., 1997; GRASSO et aI., 1998; ELGAMAL et aI., 2000; SU et aI., 2000).

Desde a introduyao dos experimentos com RT-PCR com primers especificos

para PSA (MORENO et aI. 1992) e PSMA (ISRAELI et aI., 1994a), uma serie de

estudos foram realizados para a detecyao de celulas prostatIcas cancerosas no sangue

perifenco e para a detecyao de micrometastases em linfonodos (DEGUCCI et aI.,

1993). A maior parte deles correlacionaram os resultados com achados clinicos, tais

como penetra9ao capsular, margens cirurgicas positivas, estadio patol6gico ( KATZ

et aI. 1994, GHOSSEIN et aI. 1995), tempo livre de doenya e falha ap6s tratamento

com prostatectomia radical retropubica (RRP) (OLSSON et aI., 1996).

FOl estimado que grande numero de celulas tumorais circulantes (aclma de

10.000 celulas num homem de 70 Kg) seria necessario no sentido de permltir a

sobrevlVencla de uma pequena percentagem destas (menos que 0,01 %) e aSSlm 0

desenvolvimento de uma metastase (LIOTTA et aI., 1991; MORENO et aI., 1992).

Embora celulas prostaticas clrculantes freqiientemente sejam encontradas em

paclentes com PCa metastatico, quando as mesmas sao detectadas em pacientes com

PCa localizado, elas podem nao possuir 0 verdadeiro potencIal metastatico e, desta

forma, nao devenam ser classificadas como micrometastases (OLSSON e

BUTTY AN, 1998).

Todavla, mesmo ap6s CInCO anos do inicio destas analises, os resultados

relaclOnados aos dados clinicos vanam significativamente devldo ao uso de

protocol os diversos e nao padromzados (KATZ et al. 1994, GHOSSEIN et aI. 1995,

LORIC et aI. 1995, OLSSON et aI., 1996, SOKOLOFF et al. 1996). A malOr parte
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destes estudos difere com relac;:ao aos primers e protocol os, impossibilitando aSSlm

comparac;:6es entre os mesmos. Adicionalmente, a sensibilidade extremamente

elevada dos experimentos com RT-PCR apresenta 0 risco de sinais "falso-pOSltIVOS"

e d1ficulta sigmficatIvamente 0 usa da tecnologia de RT-PCR.

CHELL Y e colaboradores (1989) foram os pnmelros a descrever os sinais

"falso positivos" como conseqllencia da transcric;:ao ilegitima, tambem designada

como transcric;:ao basal, a qual se refere a transcric;:ao de genes tecido-especificos em

tecidos nao especificos. Este fen6meno e uma conseqilencia do silenciamento

mcompleto de genes tecido-especificos devido a uma metilac;:ao incompleta das ilhas

CpG nas regi6es promotoras destes genes. Assim, resultados "falsos positivos" em

RT-PCRs para PSA e PSMA sac responsaveis pela expressao de genes prostatico

especificos em celulas e tecldos nao prostatIcos. Alguns autores descreveram urn

baixo nivel de transcric;:ao de PSA no sangue de individuos normais dos sexo

femmmo e masculino, em tecldos humanos normalS e tumorais (mama, pulmao,

endometrio, ovario) (MONNE et al., 1994; DIAMANDIS et a1., 1995; ZHARGAMI

et al., 1996; LEHRER et al., 1996; CLEMENTS et a1., 1994; YU et al., 1995;

ZHARGAMI et al., 1997), bem como em leuc6citos (O'HARA et al., 1996; HENKE

et al., 1996; HENKE et al., 1997). Resultados semelhentes tern sido demonstrados

para PSMA em sangue normal, em lmhas celulares de carcinoma de ovano, leucemia

e mieloma multIplo (HENTTU et al., 1996). LINTULA e STENMAN (1997)

detectaram expressao basica bastante elevada ate mesmo na frac;:ao leucocltana de

sangue periferico de voluntanos sadlOs.

A malOria dos metodos de RT-PCR utilizados atualmente sac baseados na

amphficac;:ao do acido nbonuclelco mensageiro (mRNA) do PSA, devldo a
especlficidade notavelmente maior, se comparada com aquela do PSMA. Todavla, ha

uma forte reduc;:ao da expressao do PSA em resposta aos tratamentos de ablayao

hormonal, verificado por exemplo para celulas da lmha celular LNCaP (HENTTU et

al., 1992). Pacientes com PCa submetldos a esse tratamento tern uma reduyao da
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transcnyao de PSA, e assim a possibllidade de detecyao de celulas prostancas se

encontra reduzIda. Em contraste, a expressao do gene do PSMA e extremamente

aumentada durante esta mesma forma de tratamento (WRIGHT et al., 1996A;

WRIGHT et al., 1996B; FAIR et al., 1997), tornando a RT-PCR para PSMA 0

metodo de escolha para controlar 0 resultado de tratamento em pacientes com

tratamento hormonal. Adicionalmente, a expressao elevada de PSMA em celulas

cancerosas metastatlcas (KAWAKAMI M e NAKAYAMA et al. 1997) podena se

relacionar a urn grande potencial para 0 dlagn6stico de cancer da pr6stata.

Este estudo tern por objetivo apresentar a constru<;ao e 0 usa de uma molecula

externa padronizada para definir a sensibIlidade e especificidade da detecyao de

celulas prostaticas no sangue penferico atraves do marcador tumoral PSMA com 0

uso da RT-PCR em pacientes submetidos a tratamento do carCInoma da pr6stata. Esta

molecula, designada de PSMA MImicry Molecule (PSMA MIMIC), e que serve para

aumentar a especificldade do metodo atraves da sua padromzayao e adiyao a reayao,

fOl desenvolvida no Laborat6rio de BlOlogia Molecular do Departamento de Urologia

da Universidade Heinnch-Heine de Dusseldorf, Alemanha. PSMA MIMIC tern

aproxImadamente as mesmas caracteristicas de amplificayao do PSMA end6geno, i.e,

dos paclentes, e ap6s a adlyao extern a de PSMA MIMIC as amostras de sangue dos

paclentes, ambas podem ser analisadas na mesma reayao, 0 que permItma 0

estabeleClmento de urn valor de referencla para fi1trar a transcriyao basal, a

ehminayao de resultados "falso posltivos" e uma analise quantitativa do metodo de

PSMA RT-PCR.
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3 PACIENTES E METODa

3.1 PACIENTES

Entre Junho de 1996 a Julho de 1999 foram reahzadas 212 determmay6es do

PSMA em amostras de sangue penferico de 117 pessoas, pacientes e voluntarios

sadios (tabela 1), no Departamento de Urologia da Universidade Heinrich-Heine de

Dusseldorf, Laborat6rio de Biologia Molecular. Os resultados foram anahsados de

modo prospectivo.

TABELA 1 - DIAGNOSTICO DOS PACIENTES

Diagn6stico Numero de pacientes (n)

Doen<;amaligna da pr6stata

Carcmoma da pr6stata localizado

Carcmoma da pr6stata metastatico

Hiperplasia da pr6stata

Outras doen<;asdo trato urimirio

Voluntarios sadios

Total

61

57

4

27

15

14

117

Todos os pacientes com doenya mahgna da pr6stata foram submetidos aos

exames de rotma do Departamento, nao relevantes para 0 presente estudo.

A media de Idade dos homens com PCa localizado foi de 64,2 anos, enquanto

que para os paclentes com BPH a media f01de 63,2 anos (tabela 2). A media de Idade

dos voluntanos sadios e paclentes com doenyas do trato urinano exceto da pr6stata

f01de 41,7 anos (hmites de 25 a 62 anos).
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o valor medlO do PSA senco dos paclentes submetIdos a prostatectomla

radical foi de 8,9 ng/ml (hmltes de 0,13 ng/ml e 96,5 ng/ml).

TABELA 2 - DISTRlBUI<;Ao POR IDADE DOS PACIENTES SUBMETIDOS
A PROSTATECTOMIA RADICAL E RESSECC;Ao TRANS-
URETRAL DA PR6sTATA

Idade

Minima

Maxima

Media

Idade (aDos)

PCa

53

74
64,2

Idade (aDOS)

BPH

54

74
63,2

PCa = carcmoma da prostata, BPH = hlperplasla bemgna da prostata

Para mterpretayao dos resultados, os pacientes foram subdividividos em tres

grupos pnnClpalS:

1 57 pacientes com carcinoma da pr6stata (PCa, n = 57),

2 27 paclentes com doenya bemgna, hlperplasia da pr6stata (BPH, n = 27), e

3 14 mulheres e homens (voluntanos) sadlOs e 15 pacientes com doenyas do

trato unnario exceto da pr6stata (n = 29). Este grupo fOl denominado de

controle.

Outros 4 pacientes com PCa metastatlco forneceram amostras que serviram

para comparayao entre os resultados do metodo antes e ap6s a padronizayao com

MIMIC.

AdlclOnalmente, amostras de sangue penferico foram obtidas no periodo pre-

operat6rio (urn dia antes) de 38/57 pacientes com carcinoma da pr6stata, trinta
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mmutos apes a remoyao da peya cIrurgica por ocasiao da prostatectomIa radIcal e

duas semanas apes a cIrurgia. Amostras de sangue penferico de 19/27 pacIentes com

BPH submetidos a ressecyao transuretral da prestata foram obtidas 30 minutos apos a

cirurgIa Todas as amostras foram armazenadas a 4°C pelo periodo maXImo de 18

horas ou foram submetidas Imedlatamente ao procedimento de isolamento do acido

nbonucleico (RNA).

As lmhas celulares LNCaP e DU-145 foram obtidas da American Type

Culture Collection. Informayoes com relayao ao estabelecImento e caracteristicas

destas linhas celulares foram previamente publicadas (HOROSZEWICZ et aI., 1983;

STONE et aI., 1978).

3.2 METODO

3.2.1 Determinayao do PSMA

3.2.1.1 Isolamento do Acido Ribonuclelco (RNA) de Amostras de Sangue Penferico

Leucecltos sanguineos intactos do sangue penfenco de amOStra de 2 ml de

sangue venoso [oram Isolados apes a hse dos eritrecitos com tampao hIpot6mco

(tampao hIpot6mco para entrocltos ELB, QIagen, Hilden, Alemanha) por 3 clclos de

centnfugayao (10 minutos a 400g e 4°C). Os leucocItos [oram armazenados a -70°C

ou submetldos imedIatamente a extrayao do RNA utilizando-se 0 RNA Blood Klt

(Qlagen, Hilden, Alemanha). Cada amostra de RNA fOl quantIficada por

espectroscopla, de 340 nm a 210 nm (UvIKon 900, Kontron Instruments, Neufam,

Germany).
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3.2.1.2 Reayao em Cadeia com Transcnptase Reversa (RT-PCR) para a Detecyao

do PSMA

Foram util1zados 2 ~g de RNA total para a sintese de acido

desoxlmbonucleico complementar (cDNA) utIlizando AMV (virus da mieloblastose

das aves) transcriptase revers a (Promega, Madison, Estados Unidos da America) e

oligo (dT)-primers (Sigma, St- LOUIS, E.U.A.). Foi realizado urn metodo semi-

quantitatIvo de PCR para PSMA, utilizando-se glicerol-aldeido-fosfato desidrogenase

(GAPDH) como controle interno. Primers para nested PSMA PCR [par do primer

externo: P3 e P4 (647 bp); par do primer interno: P5 e P6 (234 bp) (ver figura 1)] e

GAPDH (379 bp) foram utilizados com descnto previamente (ISRAELI et al., 1994a;

SCHOENFELD et al., 1994).

No sentido de aumentar a especIficidade foi desenvolvido urn metodo

especifico de nested PCR para PSMA. Urn decimo do cDNA foi utIhzado

diretamente para a amphficayao da PCR. Para amphficar PSMA e PSMA MIMIC,

ambas as reayoes de nested PCR utIhzando os primers externo e interno se fizeram

num periodo inicial de 5 mmutos de denaturayao a 96°C e 5 minutos de reCOZImento

a 62°C. Foram utilizados dezoito ciclos de polimerizayao, denaturayao e reCOZImento

por 90 segundos a 72°C, 30 segundos a 96°C e 45 segundos a 62°C. Os produtos da

PCR foram marcados durante os cIclos de PCR utilizando-se uma U-DNA

pohmerase (DynaZyme, Biometra, Gottmgen, Alemanha) por reayao atraves da

incorporayao de 2.6 I-lMdUTP marcada com digoxlgenina e 50 ~M dNTPs. 0 gene

house-keepzng GAPDH fOl simultaneamente amphficado servin do como controle

interno de quahdade e quantIdade de RNA, transcnpyao revers a, sintese de cDNA e

PCR. Ap6s a separayao de urn deCImO do volume da reayao de PCR em gel de

agarose a 1.6%, os produtos de PCR foram transferidos para uma membrana de nylon

N+ (Roche DiagnostIcs, Mannheim, Alemanha). A quantificayao da expressao de
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PSMA foi realizada usando 0 sistema hipersensivel com digoxigenina (Boehringer

Mannhelm, Mannheim, Alemanha) e detecyao por quimioluminescencla em "ECL-

Hyperfilm" (Amersham, Buckinghamshlre, Remo Umdo). Embora a quantIficayao

dos resultados de RT-PCR seja possivel (ver exemplos em resultados), no presente

estudo a determinayao se os mesmos sac positivos ou negativos e consIderada mms

importante. Cada reayao de PCR foi repetIda no minimo 2 vezes.

3.2.1.3 Construy30 da Molecula Controle PSMA MIMIC

A molecula artificial PSMA MIMIC foi construida como esquematizado na

figura 1. Na primelra etapa, PSMA endogeno de urn linfonodo de paciente com

metastase linfatica foi amplificado usando pruners PI (5'-

CAGCACCACCAGATAGCAGC-3') e P2 (5'-CGACAATCAAAAGGGAGCAC-

3') resultando em produto de 883 bp. Primers foram designados utihzando 0

programa OLIGO verS30 4.0. 0 perfil de amplificay30 foi identIco aquele

menclOnado acima com eXCey30 de que 0 numero de ciclos foi de 35. 0 produto

resultante da PCR fOl usado para a construy30 da PSMA MIMIC pela reahZay30 de

deley30 de 85 bp utIlizando IOU de enzimas de restriyao Acel e NspI (Roche

DIagnostics, Mannheim, Alemanha), cada uma delas sendo ativadas em duas fases

subsequentes de incubayao a 37°C por 2 horas. As duas partes resultantes da

molecula foram tratadas com pohmerase T4 DNA (Roche DiagnostIcs, Mannheim,

Alemanha) por 20 mmutos a temperatura amblente. Ligay30 subsequente com ligase

T4 DNA (Ready to Go T4 DNA Ligase Kzt; Pharmacia, Remo Umdo) por uma hora a
temperatura ambiente resultou na molecula PSMA MIMIC de 798 bp. 0 produto de

hgayao foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% e retIrado do

mesmo (gel) utilizando-se 0 Qzagen Gel ExtractLOlZ Kzt (Qiagen, Hilden; Alemanha).

Apos amplificay30 sequencial utilizando os primers PI e P2 (ver acima), 0 produto

da PSMA MIMIC PCR foi novamente purificado utIlizando-se do Qzagen PCR

PurificatLOlZ KIT (Qiagen, Hilden; Alemanha) de acordo com 0 protocolo do
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fabricante. A PSMA MIMIC fOl submetida a sequenciamento, e ambos, a seqUenCIa

de PSMA e a base de 85 bp deletada, puderam ser observadas.

o uso de urn par de pruner extemo P3 and P4 na primeira reayao da nested

PCR resultou na produyao da PSMA MIMIC de 562 bp, 0 usa de urn par de primer

mtemo P5 e P6 na segunda fase da PSMA MIMIC PCR resultou num produto de 149

bp (figura 1). Esse produto da PSMA MIMIC PCR e novamente 85 bp menor que 0

PSMA end6geno e pode ser claramente separado por meio de eletroforese em gel

(figura 2).
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FIGURA 1 - CONSTRU<;Ao DA MOLECULA PSMA MIMIC. LOCAlS DE
RESTRI<;Ao PARA AS ENZlMAS DE RESTRI<;Ao NSP I E
ACC I E LOCAlS DE LIGA<;Ao PARA OS PARES DE PRIMERS
PIIP2, P31P4 E P51P6 SE ENCONTRAM INDICADOS. OS
COMPRIMENTOSDEFRAGMENTOSRESULTANTESDAPCR
ESTAo TAMBEM APRESENTADOS
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FTGURA 2 - NESTED RT-PCR PARA DEMONSTRAR 0 LIMITE INFERIOR DE
DETECc;Ao DA MOLECULA PSMA MIMIC, INDICADA COMO 0
NUMERO DE MIMICS ADICIONADA A REAc;Ao DE PCR
(ESQUERDA) 0 LIMITE DE DETECc;AO PARA 0 PSMA
ENDOGENO FOI DETERMINADO PELA ADIc;Ao EXTERNA DE
1 E 10 CELULAS LNCAP EXPRESSORAS DE PSMA As
AMOSTRAS DE SANOUE PERIFERICO E A LINHA CELULAR
DU 145, A QUAL NAo EXPRESSA PSMA (DIREITA)
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MIMIC

3 2 1 4 Valor de Referencia e Padronizac;:ao do Metodo

As amostras de sangue de indIvfduos sadlOs foram utilizados para determinar 0

valor de referencia Para a determinac;:ao desse valor reac;:oesde RT-PCR para PSMA

foram realizadas, as quaIs se adiclOnaram moleculas de PSMA MIMIC externas em

quantidades defil1ldas. Pela comparac;:ao de Sll1aIS(POSltIVOSe fracos) de PSNIA RT-

PCR de 4/14 ll1dIVfduos sadlOs do grupo controle com os smalS de quantldades

definidas de PSMA NIIMIC, foi estabelecido 0 valor de referencia de 60 moleculas
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de PSMA MIMIC por reayao, 0 que corresponde a 560 moleculas/ml do sangue

penfenco.

Vmte moleculas de PSMA MIMIC adlclOnadas a cada reayao de PCR

mostraram 0 mesmo smal que 1/25 de 1 ml de sangue de voluntanos sadios

acrescidos de uma celula LNCaP (ver figura 2). 0 PSMA endogeno (dos paclentes)

foi ca1culado ao se utilizar este valor de conversao. Os smais fortes de PSMA dos

paclentes foram comparaveis aos sinais resultantes de 34 - 400 PSMA MIMICs

adicionadas a reayao de PCR e corresponderam a 850 - 9900 moleculas/ml de sangue

e 1.7 - 20 celulas LNCaP Iml de sangue (ver resultados, figura 3 e tabela Al -

anexos). A transcnyao Ilegitima dos pacientes negatiVos e controles sadlOs vanou

entre zero e 575 correspondendo a urn sinal (fraco) de no maXImO 0 - 1 celula da

prostatalml de sangue.

Assim foram estabelecidas as definiyoes de:

1 sinal fraco = resultado de RT-PCR correspondente de zero a 575 moleculas

PSMA MIMIC/ml de sangue ou sinal de no maximo 1 celula da prostatalml de

sangue; e

2 smal forte = resultado de RT-PCR correspondente a 34 - 400 PSMA MIMICs

adiclOnadas a reayao de PCR ou 850 - 9900 moleculas/ml de sangue, ou 1.7 -

20 celulas LNCaP Iml de sangue

3.2.2 Determinayao do PSA

Para a determmayao do PSA fOlutilizado 0 metodo "Elecsys PSA" de acordo

com a descriyao do fabricante (Roche DIagnostics, Mannheim, Alemanha).
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3.2.3 Analise Estatistica

BANCO DE DADOS

Todas as informa((oes foram armazenadas em arquivo estruturado com auxilio

do programa EXCEL@ 1997 (MICROSOFT, E.D.A.).

TESTE APLICADO

Para analise de aSSOCla((30dos resultados de PSMA no periodo pre-operat6rio

e estadiamento patol6g1co, margem ClI11rglca,metastase para lmfonodos e grau de

dlferenCla((30 das celulas tumoralS foi aphcado 0 teste de Qui-quadrado.

DEFINIC;Ao DO VALOR DO ERRO ALFA (a)

o nivel de significancia estabelecido para a n30 aceita((30 da hip6tese nula

(Ho) foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 SENSIBILIDADE DO METoDa RT-PCR

Para 0 PSMA end6geno fOl detectada uma umca celula LNCaP (Iinha celular

prostatlca sendo posltIva para PSMA) para urn excesso de 1x106 celulas de DU 145

(Imha celular prostatica sendo negativa para PSMA) (figura 2). Foi possivel reahzar a

detecyao de uma celula LNCaP ap6s a adiyao para 2ml de sangue periferico (lxl07

leuc6cltos). a lImite minimo de detecyao para a molecula PSMA MIMIC foi de OItO

moleculas simples para cada reayao (figura 2). Uma celula LNCaP em lml de sangue

apresentou 0 mesmo sinal do que 20 moleculas PSMA MIMIC purificadas. Todavia,

analisando uma celula LNCaP adicionada a 1x106 celulas DU145, 0 smal de PSMA

atmgm a mesma intensidade do que 75 moleculas PSMA MIMIC.

4.2 RESULTADOS SEM E COM PADRONIZAC;Ao (PSMA MIMIC) DA RT-

PCR

Para as reayoes de PSMA RT-PCR sem 0 uso da molecula PSMA MIMIC, 42%

(24/57) dos pacientes com PCa localizado foram positivos para PSMA (tabela 3).

Todavia, 30% (8/27) dos pacrentes com hiperplasia benigna da pr6stata (BPH) e 33%

(9/27) dos indlviduos do grupo controle foram positivos para PSMA.

Tres de 8 indlviduos sadios do sexo masculmo e 1 de 6 do femmino foram

pOSltlVOSpara PSMA. Pela comparayao de sinais (fracos) de PSMA RT-PCR destes 4

mdlviduos sadlOs do grupo controle com os sinais de quantidades defimdas de PSMA

MIMIC, foi estabelecido 0 valor de referencia de 60 moleculas de PSMA MIMIC por

reayao, 0 que corresponde a 560 moleculas/ml do sangue periferico.
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TABELA 3 - RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA DE AMOSTRAS DE
SANGUE PERIFERICO; COMPARA<;Ao DA RT-PCR SEM
MIMIC E PADRONIZADA COM MIMIC NA REA<;Ao. OS
RESULTADOS POSITIVOS SAG APRESENT ADOS EM %

Sem MIMIC Com MIMIC
(% ) (0/0)

BPH TUR-P e PSP 29,6 [8/27] 11,1 [3/27]

PCa RRP 42,1 [9/27] 24,6 [14/57]

PCa metastatico 75 [3/4] 50 [2/4]

Con troles 33,3 [9/27] 7,4 [2/27]

BPH = hlperplasla bemgna da plOstata, TUR-P = ressecc;:ao trans-uretral da pr6stata, PSP =
prostatectomla supra-publca, PCa = carCInoma da pr6stata, RRP = prostatectoffila radIcal retro-
publca

A padronizayao do metodo usando 0 valor de referencia pre-definido e

comparayao do sinal do PSMA end6geno do sangue de paclentes com PCa e BPH,

aSSIm como de individuos sadios do grupo controle com 0 sinal do PSMA MIMIC

adicionado extemamente (figura 3), associou-se a decrescirno no numero de arnostras

positivas (tabela 3, coluna a direIta). Somente 11% (3/27) dos paclentes com BPH

mostraram sinais positivos com 0 metodo padronizado. A positividade do gropo

controle dimmuiu para 7% (2/27). Enquanto que nenhuma das sete voluntarias

apresentou resultado POSitIVO,2/20 (10%) dos homens do grupo controle rnostrararn

smais positivos mesrno ap6s padronizayao do sinal do PSMA MIMIC. As duas

amostras foram de urn paclente com tumor testicular e de urn paciente com

carcinoma renal metastatIco. Todavia, a amostra de sangue de outro paclente do sexo

femimno com carcmoma renal metastatIco, incluida neste estudo, fOl negatIva.

Dentre os pacientes com PCa, 24,6 % (14/57) e somente 2 de 4 dos pacientes com

metastase a distfmcia permaneceram positivos (tabela 3).
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UtIiizando 0 valor de conv.ersao de 20 moleculas de PSMA MIMIC/rea<;:ao de

PCR ou 1 celula LNCaP em 1/25 ml de sangue de voluntanos sadios, foi calculado 0

smal de PSMA end6geno da figura 3 como apresentado na tabela Al (anexos). Como

se venfica na figura 3, os sinais de PSMA end6geno no sangue das amostras AI, A2,

A3, B1, D3 e F2 SaGcompanlveis aos S1l1alSresultantes de 34 - 400 PSNIA MIMICs

aclIcionadas it rea<;:aode PCR e corresponde a 850 - 9.900 moleculas/ml de sangue e

1,7 - 20 celulas LNCaP/ml de sangue. Estes SaGsinais considerados fortes.

FIGURA 3 - RT-PCR PADRONIZADA PARA PSMA END6GENO ENI
i\.MOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES
SUBMETIDOS A PROST ATECTOMIA RADICAL. TODAS AS
PCRs FORAM REALIZADAS NA PRESEN<;A DA MOLECULA
MINIIC ADICIONADAS EXTERNAMENTE AS AMOSTRAS
COLHIDAS UM DIA ANTES, 30 MINUTOS E 14 DIAS AP6s A
CIRURGIA FORAM ANALISADAS A CADA 3 LINHAS
(SEQUENCIAIS OU VIZINHAS)

CAPDH

PSMA
MIMIC

GADPH = Gllcelol-aldefdo-fosfato desldrogenase
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UtIl1zando esta padronizayao do metodo, as amostras sanguineas de 2 dos 4

pacientes com metastases it dlstancia foram positIvos. Dentre os paclentes com PCa

submetidos it prostatectomla radical (tabela A3 - anexos), 11/38 (= 28.9%) revelaram

smaIS POSItIVOSit RT-PCR. Rouve tendencia de associayao com 0 estadio tumoral:

2/16 (= 12.5%) dos paclentes com turn ores pT2, 8/20 (= 40.0%) dos pacientes com

tumores pT3 e 1/2 com tumores pT4 foram positivos para PSMA. 0 metodo detectou

44.4% (4/9) pacientes com positividade para metastases em linfonodos, enquanto

somente 24.1 % (7/29) dos pacientes com tumores NO foram positIvos. Enquanto que

36.4% (8/22) dos turn ores com Gleason score ~ 7 foram positivos, somente 18.8%

(3/16) dos tumores com Gleason score < 7 apresentaram reayoes positivas.

Ao se analisar os resultados de PSMA no periodo pre-operat6no da RRP em

relayao ao eStadlO tumoral (TI-2 versus T3-4), nao fOl verificada dIferenya

sigmficativa (p = 0,07) (ver grafico 1).
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GAAFICO 1 - DISTRIBUrc;Ao DOS PACIENTES DE ACORDO COiVI OS
RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA E ESTADIAMENTO
PATOLOOICO T DA DOENc;A (class1ficayao TNM 1998 - ver
anexos) (p= 0,07)
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Nr. de 20
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IE PSMA pos.
iii PSMA neg.

T1-2 T3-4
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Ao se anahsar os resultados de PSMA no periodo pre-operat6no da RRP em

relay3.o it presenya de doenya nos linfonodos (NO versus N+), nao fO! venficada

dlferenya slgnificativa (p = 0,40) (vel' gnlfico 2).

GAAFICO 2 - DISTRIBUIc;AO DOS PACIENTES DE ACORDO COM OS
RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA E PRESENc;A DE
DOENc;A EM LINFONODOS (classificay3.o TNM 1998 - vel'
anexos) (p= 0,40)
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0
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Ao se anal1sar os resultados de PSMA no periodo pre-operat6no da RRP em

relac;::ao as margens cllllrglcas (posltlvas versus negatlvas), nao foi venficada

dlferenc;::aslg111ficatlva(p = 0,72) (ver gnlfico 3) .

GRAFICO 3 - DISTRIBUI<;Ao DOS PACIENTES DE ACORDO COM OS
RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA E MARGENS
CIRURGICAS NEGATIV AS (RO) E POSITIV AS (Rl) (p = 0,72)

25
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Nr. de
pacientes

15
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RO R1

lI!l PSMA pos.
iii PSMA neg.
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Houve assocIayao dos resultados de PSMA no periodo pre-operat6no da RRP

em relayao ao grau de dlferencIayao celular (01 versus 02 versus 03).53,8% (7/13)

dos tumores G3, 17,4% (4/23) dos tumores 02 e nenhum dos 2 paclentes com tumor

G 1 foram POSltlvOS(vel' grafico 4). Ao se estudar assocIayao entre as vanavels, fOl

venficada uma dlferenya slgmficatlva (p = 0,044).

ORA.FICO 4 - DISTRIBUIC;AO DOS PACIENTES DE ACORDO COM OS
RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA E ORAU DE
DIFERENCIAC;Ao CELULAR (G1, G2 e G3 - vel' anexos) (p=
0,044).

25

20
Nr. de
pacientes 15

10

5

o

El PSMA pos .
• PSMA neg.

G1 G2 G3

Conslderando-se todos os paclentes com smais pOSltlvOS, 81.8% (= 9/11) se

apresentavam com estadlOs ~ pT3, 72 7% (= 8111) com Gleason score ~ 7 e 63.6%

(7111) com tumor 03.
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4.3 DISSEMINA(AO BEMA TOGENICA DE CELULAS PROST ATICAS PELA

CIRURGIA, DETECTADA PELA RT-PCR PADRONIZADA

RT-PCR para PSMA do sangue de paclentes antes de ressecyao trans-uretral da

pr6stata (TUR-P) (n = 15) ou prostatectomia transvesical supra-pubica (n = 4) por

BPB f01 positiva em 3 casos, todos submetidos a TUR- P (3/19 = 16%) (tabelas 4 e

A2 em anexos). Dois dos 3 pacientes inicialmente positivos antes da TUR-P se

mantlVeram desta forma ap6s a cirurgia. Dois dos pacientes submetidos a TUR-P

foram negativos antes e se tomaram positivos ap6s a cirurgia, mdicando

disseminayao de c61ulas prostaticas para 0 sangue penf6rico causada pelo tratamento.

Nenhum dos pacientes submetidos a prostatectomia supra-pubica transvesical se

tomou pOSItlvOap6s a cirurgla.

TABELA 4 - RESULTADOS POSITIVOS DE RT-PCR PARA PSMA DE
AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO, OBTIDAS UM DIA
ANTES (PRE-OPERA T6RIO), EM ATE 30 MINUTOS DEPOIS
(INTRA-OPERAT6RIO) E 14 DIAS AP6s A CIRURGIA (P6S-
OPERA T6RIO). OS RESULTADOS SAG APRESENT ADOS EM
%

BPH TUR-P e
PSP

PCa RRP

Pre-operat6rio

15,8 [3/19]

28,9 [11/38]

Intra-
operat6rio

21 [4/19]

23,7 [9/38]

P6s-operat6rio

n.d.

28,9 [11/38]

BPH = hiperplasia bemgna da pr6stata, TUR-P = ressecs;iio trans-uretral da pr6stata, PSP = prostatectorrua
supra-publca, PCa = carcmoma da pr6stata, RRP = prostatectorrua radIcal retro-publca, n d = niio deterrmnado

Resultados da RT-PCR PSMA para alguns dos pacientes submetidos a RRP sac

demonstrados na figura 3. Amostras colhidas antes, durante e ap6s a cirurgia foram
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analisadas em 3 linhas vizmhas entre S1. Nested RT-PCR para PSMA mdica

claramente a disseminayao de celulas prostaticas para 0 sangue penferico durante a

clrurgla no caso do paciente cujas amostras estao representadas por F1, F2 e F3. 0

paciente apresentava resultado negativo antes do procedlmento (amostra F1). Tnnta

mmutos ap6s a retIrada da pr6stata, urn sinal bastante forte para PSMA foi detectado

no sangue periferico (amostra F2) do mesmo paciente. Quatorze dias ap6s a cirurgia

somente urn smal fraco (negativo) fOl observado (amostra F3). Dois paclentes cujas

amostras estao representadas pelas lestras C e D foram positivos somente 14 dlas

ap6s a clrurgia (amostras C3 e D3), 0 que indica dlsseminayao de celulas prostaticas.

Adlcionalmente, a mesma figura mostra pac rente (cujas amostras estao representadas

pela letra A) que teve sinais positivos ern todas as amostras e outro pacrente (cuJas

amostras estao representadas pela letra B) com sinal positivo somente antes da RRP

(amostra B 1). 0 sangue de urn homem sadlO foi negativo (controle negatIvo). A linha

celular de cancer da pr6stata LNCaP, conhecida por expressar PSA e PSMA, atingiu

o smal desejado em 234 bp.

Ap6s padromzayao do metodo, 28.9% (11/38) dos pacientes corn PCa foram

POSltIVOSantes da RRP (tabela 4). Dentro de 30 mmutos ap6s a remoyao da pr6stata,

as amostras de sangue de 23.7% (9/38) dos pacientes se apresentaram com sinal

posltivo, mdicando celulas prostatIcas no sangue periferico. Quatorze dias ap6s a

remoyao da pr6stata, 28.9% (11/38) permaneceram positivos. 0 sangue de 5

paclentes positivos no periodo pre-operat6rio se tornou negativo dentro de 14 dias,

outros 6 paclentes se tomaram posltivos ap6s 2 semanas (tabelas 4 e A3 de anexos).

Enquanto que 50% (19/38) dos paclentes com PCa submetidos a RRP nunca tIveram

smalS positivos, 21.1 % (8/38) dos paclentes foram negatlvos no pre-operat6rio e

apresentaram amostras posltIvas 30 mmutos ap6s a remoyao da pr6stata e/ou 14 dlas

ap6s a clrurgia, ambos mdlcando uma dlssemmayao de celulas. AdlclOna1mente, 2

dos paclentes com resultados POSltlVOSno pre-operat6no obtiveram smal de PSMA

mais forte no mtra-operat6rio, mdlcando maior quantidade de celulas prostatIcas na

corrente sanguinea.
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Dos pacientes que permaneceram positivos mesmo 14 dlas apos a clrurgla,

63.6% (7111) apresentavam estadlO tumoral ~ pT3, 72.7% (8111) score de Gleason ~

7 e 63.6% (7111) tumores de grau G3. Seis dos onze pacientes apresentaram amostras

positivas mesmo antes da RRP.
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5 DISCUSSAO

o PSA e 0 PSMA sao expressos exclusivamente no tecido proStatlCO (WANG

et aI., 1979; ISRAELI et aI., 1994b; SHEN et aI., 1995). A especificIdade desses

marcadores, sobretudo do PSMA, fez surgIr a idela de usa-lo para defimc;;ao do valor

progn6stico em relac;;ao ao diagn6stico de dlsseminac;;ao metastatica precoce em

paclentes com PCa, somando-se a outros parametros tais como PSA senco,

positivldade das bi6psias por punc;;ao e grau tumoral, permitindo aSSIm seleyao

especifica dos pacientes que possam se beneficiar da cirurgia radIcal (SCHMIDT et

aI., 1998).

Anahsando os marcadores tumorais PSA e PSMA como fator progn6stlco para

235 paclentes com PCa, provenientes de varios centros norte-amen can os, MURPHY

et ai. (1995b) concluiram que PSMA apresentou 0 maior valor progn6stico. Ao se

conslderar a sensibilidade da RT-PCR para PSA e PSMA, ISRAELI et aI. (1993,

1994) demonstraram resultados roms favoraveis para 0 PSMA.

Relatos previos demonstraram que a nested RT-PCR para PSMA fOl mms

frequentemente posltiva em amostras climcas do que a tecnica similar e sensivel de

nested RT-PCR para PSA (\VRIGHT et aI., 1996B; FAIR et aI., 1997; Ki\WAKAMI

e NAKAYAMA et ai. 1997). Todavia, estudos de controle de qualidade recentemente

pubhcados detectaram PSA e transcric;;oes de PSMA em niveis ainda mais elevados

em varias lmhas celulares negativas de controle e de origem nao prostatlca, mcluslve

no sangue de voluntanos sadlOs (HENKE et aI., 1996; GALA et aI., 1998; LINTULA

and STENMAN, 1997; SMITH et aI., 1995).

Os dados de literatura mdlcam uma necessldade premente de controlar

expenmentos de PCR em relac;;ao it transcnyao basal, ilegitima, quando do usa das

nested RT-PCRs ou RT-PCRs intensificadas em combmayao com ciclos elevados de
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amplifica<;ao. Todavia, 0 sImples uso de metodos menos sensivels (ciclos de

amplifica<;ao menores) determinaria 0 TISCOde deixar de identificar transcn<;5es

legitImas. Como resuItado destas dificuldades, 0 beneficlO de rea<;5es de RT-PCR

para a detec<;ao de celulas prostaticas disseminadas com utilidade climca amda esti

sob dlscussao. Isto fez surgIr a necessIdade de RT-PCRs quantitatIvas.

A seguir serao apresentados alguns dos aspectos relacionados a constru<;ao e

uso da padroniza<;ao extern a com a molecula PSMA MIMIC no sentIdo de controlar

experimentos com PSMA RT-PCR para a transcri<;ao basal e detec<;ao de ceIulas

prostaticas no sangue periferico de pacientes com PCa submetidos a RRP.

5.1 PSMA MIMIC COMO PAD RA.0 INTERNO

Para a constru<;ao da molecula controle foi realizada dele<;ao de 85 bp no

centro de uma molecula end6gena de PSMA, amplificada a partir de uma metastase

em linfonodo. 0 produto da primeira fase da nested PCR, a PSMA MIMIC de 562

bp, demonstra identIdade de 87% em rela<;ao ao PSMA end6geno, de 647 bp. Na

segunda parte da nested PCR, a qual amplifica a seqUenCIa intern a menor, a

identidade da MIMIC de 149 bp e 0 PSMA end6geno de 234 bp perfaz 64%. 0

parametro maIS importante para a efiCIencia e sucesso da rea<;ao de PCR e 0 conteudo

de pares de base GC. Na molecula de PSMA MIMIC, a quantidade de GC

permaneceu maIterada. Utilizando 0 par de pnmer externo na nested PCR, a

quantIdade de GC do produto de PCR diminui de 43.7% para 43.3% na PSMA

MIMIC; e utIlizando 0 par de przmer mterno na segunda rea<;ao, reduz 0 conteudo de

GC de 42.2% para 40.1%. A vantagem desta estrategla de constru<;ao e que ambos

os pnmers e a sequencia intermediaria sac Identicas em ambos os alvos de PCR,

atingmdo aproximadamente 0 mesmo padrao de amplifica<;ao e sucesso.
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Urn ponto de iniclO semelhante para RT-PCRs para PSA utIlizando mensagem

de controle intemo smtetlco com seqUenclaS de primer para PSA em ambas as

extremldades foi pubhcado por COREY et aI. (1997). Todavia, este padrao mtemo

para PSA foi construido atraves da mtrodw;ao de sequencia nao relacionada de 258

bp dentro do plasmidio que continha cDNA de PSA. Ref1etindo a eficiencia de PCR,

esse padrao foi usado para mterpretayao semi-quantitatIva dos resultados.

Em outro estudo recentemente pubhcado (YLIKOSKl et aI., 1999), tambem

sobre padromzayao de RT-PCRs para PSA, os autores descreveram 0 usa de urn

padrao mtemo de mRNA (IS mRNA), 0 qual contem uma deleyao de 2 pares de base

com relayao ao mRNA alvo para PSA. Todavla, essa deleyao de 2 pares de base nao

po de ser empregada para metodos com eletroforese em gel, habitualmente utilizados.

Assim sendo, 0 grupo desenvolveu urn metodo pouco diferente para detectar PSA e 0

padrao mtemo slmultaneamente. Os produtos de PCR foram analisados em dep6sitos

mlcrotItulados recobertos com estreptavidma ap6s hibndizayao especifica com

amostras ligadas a Eu3+ e a detecyao realizada utilizando tecnicas f1uorescentes

relaclOnadas ao tempo.

Como havia sldo demonstrado previamente por COREY et aI. (1997), tais

construyoes de controles competem dlretamente com a mensagem end6gena de

PSMAIPSA para amphficayao. Se uma das form as de PSMAIPSA ou construyao de

controle e presente em quantldade maior que 10 vezes do que a OUtra, esta forma

domma a reayao de PCR e impede a detecyao da outra. TodavIa, PSMA MIMIC fOl

adlclOnada em concentrayoes bastante reduzldas no presente estudo e nao mf1uenclOu

o limite de detecyao do PSMA end6geno. Alem dlSSO,mesmo 0 smal mms elevado

de PSMA end6geno nao inf1uenciou a detecyao de PSMA MIMIC (ver figura 3).
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5.2 SENSIBILIDADE DO METODO

Os experimentos com PCR foram realizados usando a detecyao altamente

sensivel com qUlmioluminescencia ap6s a mcorporayao de d-UTP digoxigenina

durante a reayao de PCR e aderencla dos produtos em membranas. Foram realrzados

somente 2x 18 ciclos, resguardando 0 limite de definiyao da amplificayao em ambas

as reayoes nested permItindo assim uma quantificayao do metodo. Com estes cIclos

lrmItados foram obtidos uma sensibilidade de 1 LNCaPIlx1 07 leuc6citos e urn lrmite

de detecyao de 8 moleculas /reayao para a PSMA MIMIC. Apenas poucos autores

relataram sobre a alta sensIbIlidade de 1 celula de LNCaP em 1x108 (COREY et aI.,

1997; ZARGHAMI et aI., 1997).

Utilrzando ciclos de amplificayao malS altos para nested RT-PCR em

combinayao com detecyao por quimlOluminescencia, tambem no presente estudo

pode ser alcanyada uma sensibilidade maior. Entretanto, no presente estudo, nested

PCR fOJ utilizada somente para aumentar a especificidade da PCR, mas nao a

sensibilidade. Abdicou-se intencionalmente de mais ciclos de amplificayao no

sentJdo de supnmIr a detecyao da transcriyao basal.

Recentemente, GALA et aI. (1998) demonstraram reduyao ate 0 zero dos

resultados falso-positivos de RT-PCR para PSMA no sangue periferico de

voluntanos sadlOs e diferentes lmhas celulares, ao se reduzir 0 numero de cIclos de

amplificayao em PCRs nested de 2x25 para 2x19. Utilizando a detecyao

convenclOnal com ethzdzum bromzde os autores observaram reduyao do lrmIte de

detecyao por urn fator 50. Analisando os resultados do presente estudo pode-se

concluir que somente a combinayao de baixo numero de ciclos de amplificayao e

detecyao por qUlmioluminescencia pode determinar sensibilidade suficiente e

resultados confiavels em metodos de RT-PCR para PSMA.
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5.3 VALOR DE CORTE E CALCULOS DO NUMERO DE CELULAS NAS

AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES COM

CARCINOMA DA PROST ATA

Ao se comparar os (fracos) sinms de PSMA em RT-PCR de 14 pessoas sadias

com os sinais de uma dilui<;ao seriada de PSMA MIMIC, fOl possivel defimr urn

valor de corte de 560 moleculas de PSMA MIMIC/ml de sangue, no sentIdo de filtrar

a transcri<;ao basal. Este valor de corte e proporcional aquele obtido nos resultados de

CHELL Y et al. (1989), os quais descobnram nivel semelhante de transcn<;ao basal

para 0 gene da distrofia muscular de Duchenne, do hormonio anti-Muelleriano e ~-

Globulina em fibroblastos e linfoblastos, ou seja, menos de uma molecula/500-1 000

celulas. De modo interessante, as quant1dades de transcri<;ao 11egitima se mostraram

mms elevadas em linfoblastos.

BIRD (1995) formulou a hip6tese de que 0 nivel de transcri<;ao nao

programada de urn gene silenclOSOe de cerca de 1 RNAm para cada 10.000 celulas.

Isto slgnifica que em 5xl06 leuc6citos (1ml de sangue) se encontram cerca de 500

transcritos ilegitimos de PSMA ou outro gene com urn promotor nao silenc1ado.

Dev1do a lSS0, 0 valor de corte estabelecido de 560 moleculas de PSMA MIMIC/ml

de sangue como apresentado na figura 3 parece ser adequado para filtrar a transcri<;ao

basal no metodo de determina<;ao do PSMA utihzado.

Mesmo ap6s padroniza<;ao das rea<;5es de PCR, celulas que expressam PSMA

puderam ser detectadas em 7.4% (2/27) das amostras controle. Urn destes controles

pertenceu a urn paciente com tumor de celulas germmativas do testiculo e 0 outro a

uma paciente com carcinoma de celulas rena1S metastatico. De acordo com 0

apresentado por DUMAS et al. (1999), a expressao de PSMA fOl encontrada em uma

vanedade de tecidos renms normal e neoplaslco (n = 20) e linhas celulares do rim .
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Todavla, no gropo controle do presente estudo fOl incluida a amostra de outra

paciente com carcmoma renal metastatico, sendo que esta nao apresentou expressao

de PSMA.

FOl calculada a expressao de uma celula LNCaP adlclOnada a 1ml de sangue

periferico, ao se comparar os sinais de PCR de quantidades conhecidas de PSMA

MIMICs externamente adiclOnadas a 500 moleculas de PSMA. Assim sendo, 0 valor

de corte de 560 moleculas/ml de sangue permite classificayao de resultado positIvo

da PCR somente se a PCR detecta mais do que uma celula prostatlca/ml de sangue.

Como demonstrado na figura 3 e na tabela Al (anexos), smais positivos para PSMA

endogeno de amostras sangliineas de pacientes com carcinoma da prostata variam

entre 850 e 9.900 moleculas transcritas, correspondendo a 2-20 celulas que

expressam PSMA/ml de sangue e 10.000 - 100.000 celulas prostaticas no sangue

total clrculante.

Os dados do presente estudo confirmam os apresentados recentemente por

YLIKOSKI et al. (1999). Eles estabe1eceram metoda quantitativo de RT-PCR para a

detecyao de PSA e determmaram 0 numero de PSA transcritos por celula prostatIca

de ate 1300 (em media). Usando este valor, os autores detectaram entre 900 e 44.000

copias de mRNA para PSA/5ml de sangue em paclentes com cancer de prostata

metastatico correspondendo a 1-100 celulas que expressam PSA em cad a 5 ml de

sangue.
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5.4 ASSOCIAc;Ao ENTRE PSMA E CARACTERlSTICAS ANATOMO-

PATOLOGICAS DO TUMOR

Os resultados de RT-PCR padromzada com PSMA MIMIC no periodo pre-

operatono demonstraram estar associados ao grau de diferenciac;ao das celulas

tumorais (gratico 4). Todavia, nao foi verificada associac;ao estatIstIcamente

significativa entre os resultados de RT-PCR para PSMA e estadio tumoral, bem

como para margens positivas.

Outros estudos (ISRAELI et aI., 1994a; CAMA et aI., 1995; LORIC et aI.,

1995; SOKOLOFF et aI., 1996; NOGUCHI et aI., 1997) apresentaram resultados

semelhantes com relac;ao a ausencia de associac;ao entre os resultados de RT-PCR

para PSMA e 0 estadio tumoral. Nesses estudos tambem nao foi verificada

assoclac;ao dos resultados da RT-PCR para PSMA com 0 score de Gleason.

No senti do de melhorar a definic;ao do estadiamento patologico no periodo pre-

operatorio, ZHANG et aI. (1997) utihzaram metodos combmados de RT-PCR para

PSA e PSMA, atingindo senslbilidade de 67% e especlficidade de 91% para prevlsao

de doenc;a extra-prostatica. Em outro estudo com 136 pacientes e utllizando 0 mesmo

pnncipio, GRASSO et al. (1998) verificaram positividade de 37,5% para os pacientes

com doenc;a restrita ao orgao, enquanto que 81,5% com doenc;a extra-prostatica

apresentaram resultados posltivos para RT-PCR PSAJPSMA. Esta diferenc;a fOl

estatIsticamente slgmficativa. Os autores concluiram que a RT-PCR PSAJPSIvIA

apresenta vantagens em relac;ao ao PSA serico, estadiamento clinico e score de

Gleason da blopsla, no sentIdo de previsao da presenc;a de doenc;a extra-prostatica.

Outro estudo recentemente publicado (OKEGA WA et aI., 2000), analisando

os resultados de nested RT-PCR para PSA e PSMA de lmfonodos ou do sangue

penferico, verificou assoclac;ao estatIsticamente significativa em relac;ao a recidlva

blOquimlca da doenc;a apos 0 tratamento cll1lrgico de paclentes com estadlO pT3NO
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(ver anexos). De acordo com os autores, esse metodo po de aJudar a Identificar grupos

de paclentes de nsco para recidiva e progressao do carcmoma da pr6stata.

5.5 DISSEMINAC;AO DE CELULAS PROSTATICAS DURANTE CIRURGIA

Vanos grupos de estudo relataram aumento do numero de celulas que

express am PSA e/ou PSMA no sangue periferico de paclentes examinados e/ou

tratados por BPH e PCa atraves de bi6psia diriglda por ultra-sonografia, TUR-P e

prostatectomia radIcal retropublca (RRP) (KASSABIAN et al., 1993; ESCHWEGE

et al., 1995; OEFELEIN et al., 1996; MORENO et al., 1996; PRICE et al., 1998).

Qualquer comparayao entre os resultados do presente estudo e os de outros

autores e extremamente questionavel, pois saD utilizados protocol os divers os

(primers, numero de ciclos, RT-PCR para PSA) e poucos estudos apresentam

resultados relacionados a RT-PCR para PSMA.

Utilizando RT-PCR padromzada para PSMA foram analisados os efeltos da

TUR-P e RRP na detecyao de celulas prostatlcas circulantes antes e ap6s 0

procedimento clrurglco. Enquanto que a prostatectomia supra-pubica transveslcal

para tratamento de BPH nao influenciou a detecyao de ceIulas que expressam a

PSMA, 2 dos 15 pacientes submetidos a ressecyao transuretral se tornaram pOSltlVOS

ap6s 0 procedimento (tabela A2 - anexos). Os sinaIs positivos no pre-operat6no de

outros 2 paclentes com BPH aumentaram slgmficattvamente, indicando uma

dlsseminayao de ceIulas prostaticas tambem durante 0 tratamento cirurgico. Em

resumo, 26.7% dos pacientes submetidos a TUR-P apresentaram dissemmayao de

celulas prostaticas.
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qUalS consistlram na mfusao de liqUldos e transfusao sanguinea em quantidade malS

elevada. A adlyao de 5 a 6 litros (em medIa) de soluyao de Rmger lactato,

concentrado de hemaclas e plasma fresco congelado determina uma dilUlyao do

sangue penfenco atraves de urn fator 2 e dimmui a concentrayao de celulas

prostatlcas dlssemmadas por ml de sangue de modo Importante. Como demonstrado

na tabela Al (anexos), 0 numero de celulas prostiticas nas amostras sanguineas

positivas variou entre 2 e 20 celulas/ml de sangue. Devido a padronizayao de RT-

PCR em relayao a transcriyao ilegitima, as amostras com a concentrayao de 1 celula

prostatica/ml se transformarao, como resultado de dlluiyao, em amostras negatlvas.

Esta exphcayao pode ser responsavel pel os achados em tres pacientes, os quais foram

positivos antes da cirurgia e 14 dias ap6s, porem negativos no intra-operat6no, e par

outros 4 pacientes, os quais foram POSitlvOSsomente no periodo p6s-operat6no.

Outros supostos fatores intluenciando a variabilidade dos resultados mtra-

operat6nos da RT-PCR podem inc1Ulr a durayao da cirurgia, complicayoes intra-

operat6nas e a expenencia do cirurglao.

Anahsando os resultados do presente estudo pode-se conclUlr que a

dissemmayao de celulas prostaticas ocorre durante a prostatectomia radical, mas este

efeito pode ser mascarado pelo volume de soluyoes liquidas mfundldas durante a

clrurgla. A importfmcla da dissemmayao de celulas durante a cirurgla deve ser

determinada pela evoluyao dos pacientes e com os resultados positivos da RT-PCR

para PSMA 14 dlas ap6s a clrurgia. Com relayao a este aspecto, no entanto, a umca

aSSOClayaOslgmficatlva fOl para 0 grau de dlferenclayao celular, na qual turn ores

pouco dlferenciados apresentaram, mais frequentemente que tumores G 1 e G2,

resultados positivos de RT-PCR para PSMA.

Estudos futuros devem mvestlgar 0 slgmficado clinico dos resultados Obtldos

medIante RT-PCR para PSMA em relayao a evoluyao dos pacientes, em termos de

recldlva blOquimlca e comportamento c1imco da doenya. Amostra com malOr numero
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de paclentes e longo periodo de seguimento (aclma de 10 anos) serao

Imprescmdi veis.

Outros estudos com PSMA se encontram em desenvolvimento. Recentemente,

GONG et a1. (2000) pubhcaram reVlsao sobre as possiveis utIhdades do PSMA.

PSMA e alvo potencial para anticorpos no sentido de estabelecer exames de Imagem

e tratamento (MURPHY et a1., 1998), assim como para terapia genetica em pacientes

com PCa devido apresentar expressao elevada, sobretudo naqueles submetidos a
depnvayao androgenica.

Devldo a expressao restrita de PSMA pelas celulas prostaticas e sua natural

aSSOClayaOa membrana, 0 anticorpo 7E11.C5 marcado com 111In (CYT 356) tern sido

empregado para estudos de imagem in vivo no sentI do de detectar les5es metastatIcas

ocultas do PCa utIlizando 0 scan Prostascint™ [Cytogen, Princeton, NJ] (WYNANT

et a1., 1991; ABDEL-NABI et a1., 1992; MAGUIRE et a1., 1993; BABAIAN et a1.,

1994; SANFORD et al., 1994; MURPHY et a1., 1995C; KAHN et a1., 1994;

HASEMAN et al., 1996; KAHN et al., 1998).

Conceitos aplicados em estudos clinicos fase I e II, nos quais foram utIlizados

peptideos de PSMA como agentes imunoterapicos, representam novas perspectivas

para 0 tratamento do PCa (MURPHY et al., 1996b; TJOA et al., 1997).

Alem disso, PSMA esta relaclOnado ao desenvolvimento de novo receptor

hibndo para celula T, 0 qual combina a especificidade de anticorpos antI-PSMA com

a do receptor celular ativado quando introduzldo em Imf6cltos por meio de

transferencla genetIca medmda por retrovirus. Descobertas recentes sobre a expressao

de gene PSMA-lzke permltIrao melhorar a utihzayao do PSMA como alvo (GONG et

al., 2000).
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6 CONCLUSOES

1 PSMA MIMIC apresenta a mesma seqUenCIa que 0 PSMA end6geno com

exceyao de uma deleyao central de 85bp, 0 que permite a amphficayao de

ambos os alvos slmultaneamente. No sentldo de eliminar a transcriyao ilegitlma

de PSMA se define 0 valor de corte de 560 molt~culas/ml de sangue. Controles

mtemos e extemos (PSMA MIMIC) definindo urn valor de referencia, assim

como controles positivos e amostras controle negativas saG pre-requisItos deste

metodo e devem ser mcluidos em cad a determinayao. A avaliayao de celulas

cIrculantes no sangue periferico de pacientes com PCa locahzado com 0 usa de

RT-PCR para PSMA padronizada com PSMA MIMIC confere confiabihdade a

esta tecmca de biologIa molecular como metodo dIagn6stico.

2 Sem a padromzayao do metodo com a molecula PSMA MIMIC, 42% dos

paclentes com PCa localizado apresentam, no periodo pre-operat6no, RT-PCR

positlva para PSMA e a taxa de falso-posltivos no grupo controle e de 33%

(especIficIdade de 67%). Com 0 metodo padronizado utilizando PSMA MIMIC,

os resultados posltivos para pacientes com PCa localizado representam cerca de

25% e a especificidade aumenta para 93%.

3 No periodo mtra-operat6no verifica-se pequena reduyao dos resultados POSItIVOS

para PSMA em paclentes com PCa, atribuivel a dIluiyao do volume sangi1ineo

cIrculante pela infusao de liqUldos e transfusao sangiiinea. Quatorze dias ap6s a

prostatectomla radical, 0 indice de posltlvldade atmge 0 mesmo nivel venficado

no periodo pre-operat6rio.

,

4 as resultados de RT-PCR para PSMA no periodo pre-operat6rio demonstram

estar associados ao grau de dIferenCIayaO das celulas tumoralS (p= 0,044). Ha

tendencia de associayao entre os resultados de RT-PCR para PSMA e 0 estadlO

tumoral (T), porem nao slgnificativa. Nao ha associayao entre a presenya de
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celulas prostaticas no sangue penferico e doenc;a nos linfonodos, asslm como

em relac;ao as margens positIvas. A malOna dos paclentes que permaneceram

pOSltlVOS14 dias ap6s a clrurgia apresenta doenc;a extracapsular (~ pT3) e

tumores pouco diferenclados.
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CLASSIFICA<;AO Tl\TM 1998 E GLEASON

Para uma melhor compreensao a respeito dos tumores da pr6stata e sua

classificayao alguns aspectos de interesse SaD apresentados.

Durante urn encontro de consenso os patologistas particlpantes defimram os

seguintes tIpos de neoplasia maligna possiveis de detecyao na pr6stata (DENIS et aI.,

1995):

• adenocarcinoma acinar,

• adenocarcinoma ductal,

• adenocarcinoma mucinoso,

• carCInoma de celulas transicionais,

• carCInoma de celulas escamosas,

• tumor neuroend6crino,

• carcinoma anaplastico de pequenas celulas,

• carcinoma indiferenciado.

o estadiamento e valido somente para adenocarcinomas. 0 dlagn6stico

histo16g1COe necessario (HERMANEK e SOBIN, 1992).

Classificayao clinica TNM dos tumores de acordo com a "Uniao Intemacional

Contra 0 Cancer" (AM IN e REUTER, 2000):

T - tumor pnmario.

TX 0 tumor pnmario nao pode ser avaliado.

TO Ausencia de tumor primano.

T1 Tumor clinicamente nao detectavel, nao palpavel e nao visivel aos metodos de

Imagem.

T1a Tumor incidental em 5% ou menos do tecido ressecado ou enucleado.

T1b Tumor incidental em mais do que 5% do tecldo ressecado ou

enucleado.

T1c Tumor diagnosticado atraves de b16psia da pr6stata com agulha,

indicada devido a val ores elevados de PSA. Urn tumor diagnosticado
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atraves de bI6psia por agulha em ambos os lobos porem Impalpavel ou

invisivel aos metodos de Imagem tambem e c1assIficado como TIc.

T2 Tumor confinado a pr6stata.

T2a Tumor acomete urn lobo prostatlco.

T2b Tumor acomete os dois lobos da pr6stata.

T3 Tumor se extende atraves da capsula prostatica, no tecido extracapsular.

Invasao do apice prostahco ou na capsula prostahca (mas nao alem desta em

tecido periprostittico) e classificado como T2.

T3a Extensao extra-capsular Uill ou bilateral.

T3b Tumor infiltra vesicula(s) seminal(is).

T4 Tumor fixo ou infiltra outras estruturas vizinhas que nao a vesicula seminal.

T4a Tumor infiltra colo vesical, e/ou esfincter extemo e/ou reto.

T4b Tumor infiltra musculo elevador e/ou e fixo a parede pelvica.

N - linfonodos regionais. Lmfonodos regionais SaD aqueles da pequena bacIa,

referentes sobretudo abaixo da bifucayao das artenas iliacas comuns. A laterahdade

nao influencia a c1assificayao N (linfonodos).

NX Sem informayoes a respeito dos linfonodos regionais.

NO Ausencia de metastases em linfonodos reglOnais.

NI Metastase em lmfonodo unico de 2cm ou menos no maior diametro.

N2 Metastases em lmfonodo unico de mais de 2 cm, porem menor ou igual a Scm

no maior diametro, ou em multiplos linfonodos, nenhum deles com mms do

que Scm no maior eixo.

N3 Metastase(s) em linfonodo(s) com mms do que Scm no maior eIXO.

M - Metastases a distancla.

MX A presenya de metastases a distancia nao pode ser avaliada.

MO Ausencia de metastases a distancia.

M 1 Metastases a distancla.

MIa Linfonodo(s) nao regional(ls).

MI b Ossos

M 1c Outras localizayoes.
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Obs.: Quando metastases em mais do que uma localizayao se faz presente, deve-se

utIhzar a maior classIficayao.

pTNl\1: Classificayao pato16gica. As classificayoes pT, pN e pM

correspondem as classificayoes T, N e M, respectivamente.

G. Gradayao histopato16gica.

GX A diferenciayao histopato16gica nao pode ser avaliada.

G 1 Bern diferenclado (anaplasia leve).

G2 Moderadamente difemciado (anaplasIa moderada).

G3-4 Pouco ou indiferenciado (anaplaSIa acentuada).

A claSSIficayao de Gleason e seu score ou soma tambem foram utilizados.

o soma de Gleason e calculada atraves da seguinte equayao:

Grau primario (1 as) + Grau secundario (1 a 5)

o grau pnmario e 0 padrao histo16gico mais prevalente e 0 secundario 0

segumte, malS comum. Se 0 padrao mais alto nao e 0 mais predominante, ou 0

segumte, isto deve ser mencionado pelo patologista.

A soma ou score de Gleason (sG) revel a as seguintes possibildades:

2 - 4 Tumor bem diferenclado.

5 - 6 Tumor moderadamente diferenciado.

7 Tumor moderadamente / pouco dlferenciado.

8 - 10 Tumor pouco diferenciado .
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TABELA Al - NUMERO DE TRANSCRITOS DE PSMA ENDOGENO E
CELULAS PROST ATICAS QUE EXPRESSAM PSMA NAS
AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES
SUBMETIDOS A RRP E MOSTRADOS NA FIGURA 3;
CALCULADOS PELA RT-PCR PADRONIZADA

Amostra Intensidade do sinal Intensidade do sinal Compara<;ao com 0

comparada a comparada a numero de celulas da
quantidade de quantidade de pr6stata / ml sangue
MIMIC / rea<;ao MIMIC / ml de

sangue

A1 270 6750 13.5
A2 190 4750 9.4
A3 220 5500 11
81 240 6000 12.1
82 100 2500 5
83 0 0 0
C1 0 0 0
C2 0 0 0
C3 34 850 1.7
01 9.2 230 0.5
02 0 0 0.. 03 270 6750 13.5
E1 30 750 1.5
E2 0 0 0
E3 0 0 0
F1 23 575 1.1
F2 396 9900 19.8
F3 14 350 0.7

Controle 0 0 0
negativo

10 x 200 5000 10
LNCaP/ml

de
sangue

•



TABELA A2 - RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA DE
PACIENTES SUBMETIDOS A TUR-P POR BPH.
AS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO
FORAM OBTIDAS UM DIA ANTES (PRE-
OPERATORIO) E EM ATE 30 MINUTOS APOS
o TERMINO DA CIRURGIA (INTRA-
OPERA TORIO)

Nr. do paciente Pre-operat6rio Intra-operat6rio

79

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

+

+
+

+

+

+

+
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TABELA A3 - RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA DE PACIENTES
SUBMETIDOS A RRP POR PCA. AS A.MOSTRAS DE
SANGUE PERIFERICO FORAM OBTIDAS UM DIA ANTES
(PRE-OPERAT6RIO), EM ATE 30 MINUTOS (INTRA-
OPERAT6RIO) E 14 DIAS AP6s A CIRURGIA (P6S-
OPERAT6RIO)

PCal pT pN R Score de Grau Pre Intra P6s

RRP (Nr.) Gleason
1 2b 0 1 4 1
2 2b 0 1 4 2
3 2b 0 1 4 2
4 2a 0 0 5 2
5 2a 2 0 5 2
6 3a 0 1 5 2
7 3a 0 0 5 2
8 2a 0 0 6 2
9 2b 0 0 6 2
10 2a 0 0 7 2
11 2a 0 0 7 2
12 3a 0 1 7 2
13 3b 0 1 7 2
14 3b 0 1 7 2
15 3a 0 1 9 3
16 4a 0 1 9 3
17 3a 1 1 9 3
18 3a 0 0 7 2
19 2b 2 1 8 3
20 2b 0 0 5 2 +
21 2a 0 0 4 1 +
22 2a 0 1 6 2 +
23 3a 0 0 7 2 +
24 2a 1 1 5 2 +
25 3a 0 1 7 2 +
26 3b 0 0 9 3 +
27 3a 1 1 8 3 + +
28 3a 0 1 5 2 +
29 3b 0 1 8 3 +
30 3a 0 0 5 2 +
31 3b 0 0 7 3 + +
32 3a 1 1 8 3 + +
33 3a 1 1 9 3 + +
34 2a 0 1 5 2 + +
35 4a 1 1 7 2 + +
36 2a 0 0 8 3 + + +
37 3b 0 0 8 '"'I + + +.)

38 3a 1 1 8 '"'I + + +.)

PCa = carCInoma da pr6stata; RRP = prostatectomla radIcal retro-publca; pT =
estadlamento patol6gico do tumor [TNM 1998 (ver anexos)]; pN = estadlamento
relaclOnado ao hnfonododo (TNM 1998); R = situayao da margem cIrUrgica da peya
de prostatectomla radical; Pre, Intra e Pos = referente ao tempo de clrurgla.


