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“The prostate is a very unusual organ in that with aging most organs atrophy, whereas
the prostate gland almost invariably hypertrophies and in a very high percentage of

cases develops a malignancy.”

Israeli et al., 1993

“What 1s required 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

into 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 al., 1997a

“Prostate cancer kills but not everyone.

How can we identify the bad actors?”

Mani Menon, 1997
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RESUMO

As tecnologias moleculares de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) e PCR-
transcriptase reversa (RT-PCR) sdo potentes instrumentos para a investigagdo em
medicina. Estes métodos tém sido progressivamente adaptados para o uso pratico em
relacdo a monitorizagdo clinica dos pacientes com doengas malignas. Os objetivos do
presente estudo sdo: detectar células cancerosas no sangue periférico de pacientes com
carcinoma da prostata (PCa) localizado submetidos a prostatectomia radical atraveés do
uso da RT-PCR para o antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA),
demonstrar a construgdao da molécula PSMA MIMIC, utilizada para padronizagao da
reagdo, e apresentar os resultados do método em relagdo aos periodos pré-, intra- e
pos-operatorio, relacionando-os com estadio tumoral, doenga nos linfonodos, margens
positivas e grau de diferenciacdo celular tumoral. Entre junho de 1996 a julho de 1999
foram realizadas 212 determinagdes do PSMA em amostras de sangue periférico de
117 pacientes e voluntarios sadios, no Departamento de Urologia da Universidade
Heinrich-Heine de Diisseldorf, Laboratorio de Biologia Molecular. Os resultados
foram analisados de modo prospectivo. Amostras de sangue periférico foram obtidas
de pacientes subdividividos em trés grupos: 57 pacientes com PCa localizado, 27
pacientes com hiperplasia da prostata (BPH), e 29 pacientes do grupo controle com 1)
outras doengas do trato urinario exceto da proéstata (n = 15) e i1) mulheres e homens
(voluntarios) sadios (n = 14). Outros 4 pacientes estudados apresentaram PCa
metastatico. Adicionalmente, amostras de sangue periférico foram obtidas no periodo
pré-operatorio (um dia antes), trinta minutos apds a remog¢ao da pec¢a cirurgica e duas
semanas apos a prostatectomia radical (RRP) de 38/57 pacientes com PCa. Amostras
de sangue periférico de 19/27 pacientes com BPH submetidos a ressec¢do transuretral
da prostata foram obtidas 30 minutos apds a cirurgia. Uma molécula externa
padronizada (PSMA MIMIC) foi construida para a RT-PCR para PSMA com o
objetivo de avaliar estes pacientes no pré-operatorio e verificar a disseminacdo de
células no intra- e pos-operatério a partir de amostras de sangue periférico. PSMA
MIMIC apresenta a mesma seqiiéncia que o PSMA enddégeno com excecdo de uma
delecdo central de 85 bp, permitindo assim a amplificagdo de ambos os alvos
simultaneamente. No sentido de eliminar a transcri¢do ilegitima de PSMA foi
estabelecido o valor de corte de 560 moléculas/ml de sangue. Os sinais de PSMA
endogeno de pacientes com PCa variaram entre 850 e 9.900 moléculas transcritas e
corresponderam a 2 - 20 cé€lulas que expressam PSMA/ml de sangue. Com este
método, a taxa de falso-positivos diminuiu significativamente: somente 25% (14/57)
dos pacientes com PCa, 11% (3/27) dos pacientes com BPH e 7,7% (2/27) dos
controles sem doenga prostatica mostraram resultados positivos, se comparados com
os resultados da reagdo sem o uso da PSMA MIMIC de 42% (24/57), 30% (8/27) e
27% (9/27) para os mesmos grupos, respectivamente. Houve associagdo
estatisticamente significativa (p = 0,044) entre o grau de diferenciagdo tumoral (Gl
versus G2 versus G3) e os resultados da PSMA RT-PCR no pré-operatério. Foram
verificadas tendéncias de associagdo (estatisticamente ndo significativas) para o
estadio tumoral. Foi identificada disseminagdo de células prostaticas por ocasido de



27% das TUR-Ps e 21% das RRPs. Em conclusdo, o uso padronizado da molécula
originalmente construida PSMA MIMIC permite a aplicagdo do método de PSMA RT-
PCR para a detecgdo de células prostaticas no sangue periférico, aumentando a sua
especificidade. Estudos futuros deverao determinar se a disseminagdo de células
prostaticas no sangue periférico se correlaciona com a taxa de recidiva tumoral, local e
a distancia, apos a prostatectomia radical.
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ABSTRACT

The molecular technologies of polymerase chain reaction (PCR) and reverse
transcriptase-PCR (RT-PCR) are powerful tools for investigative medicine. These
methods are being increasingly adapted for practical use in the clinical monitoring of
patients with malignancy. In order to identify tumor cells in peripheral blood of
patients with localized prostate cancer (PCa) using RT-PCR to the prostate-specific
membrane antigen (PSMA), the present study shows the construction of the molecule
PSMA MIMIC, the standardization of the PSMA RT-PCR and the results in the pre-,
intra- 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 of 212 PSMA RT-
PCRs with peripheral blood samples of 117 patients and healthy volunteers were
performed in the Department of Urology of the Heinrich-Heine University Diisseldorf,
Molecular Biology Laboratory. The results were evaluated prospectively. Blood
samples were obtained from persons divided into three groups: 57 patients with
localized PCa, 27 patients with benign prostatic hyperplasia (BPH), and 29 control
patients with 1) other urinary tract diseases but BPH and PCa (n = 15), and 11) healthy
volunteers (n = 14). Other 4 patients had metastatic PCa. Additionally, blood samples
were obtained in the preoperative period (one day before), within 30 minutes after and
2 weeks after radical prostatectomy (RRP) of 38/57 PCa patients. Samples were also
obtained 30 minutes after transurethral ressection of the prostate (TUR-P) from 19/27
BPH patients. An external standard molecule (PSMA MIMIC) was constructed for
PSMA RT-PCRs in order to evaluate PCa patients preoperatively and to identify
spread of cancer cells into peripheral blood in the intra- and postoperative periods.
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 dissemination 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 prostatic cells spread. Further studies
should determinate if disseminated prostate cancer cells in peripheral blood are related
to tumor recurrence after radical prostatectomy.

X1l
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1 INTRODUCAO

O cancer da prostata €, atualmente, a segunda neoplasia de maior prevaléncia
entre individuos do sexo masculino no mundo, sendo superada apenas pelos tumores
malignos do pulmio (LANDIS et al., 1999; BREWSTER et al., 2000; MAJEED et
al., 2000).

Desde o estabelecimento do antigeno prostitico especifico (PSA) como
marcador tumoral para detec¢do precoce do carcinoma da proéstata (PCa), héa cerca de
10 anos, foi verificado um aumento importante na incidéncia desta doenga. Outra
conseqiiéncia foi a detec¢do da maioria dos tumores da prostata na fase de doencga
localizada e, assim sendo, passiveis de tratamento curativo pela prostatectomia
radical. Assunto de pesquisa de extrema importancia em rela¢do a essa doenca, ainda
em desenvolvimento, ¢ a defini¢do de parametros que possam determinar o potencial

de malignidade do tumor (BENDHACK et al., 1997).

Apesar da melhora em relagdo ao diagnostico precoce com a introdugido do
PSA, héa necessidade de se encontrar melhores marcadores para o PCa, sobretudo
quando o valor deste marcador se encontra abaixo dos 10ng/ml. Nio ha, para
subgrupos de pacientes com PCa e PSA entre 2 a 9 ng/ml, diferencgas estatisticas com
relagdo as taxas de cura (STAMEY, 2000). Essa falta de sensibilidade e
especificidade do PSA determinou a procura, por parte dos pesquisadores, de novos
métodos de diagnostico (BEDUSCHI et al., 1998). Analisando os marcadores
tumorais PSA e PSMA em estudo multicéntrico, MURPHY et al. (1995b) concluiram
que PSMA apresenta o maior valor prognostico. Ao se considerar a sensibilidade da
RT-PCR para PSA e PSMA, ISRAELI et al. (1993, 1994) demonstraram resultados

mais favoraveis para o PSMA.

Existe tentativa de se definir o prognéstico ou estadiamento molecular de

pacientes com PCa localizado através do uso da reagdo da transcriptase reversa € em



cadeia com a polimerase (RT-PCR), tanto para o antigeno prostatico especifico de
membrana (PSMA) como para o antigeno prostatico especifico (PSA). Experimentos
neste sentido tém sido realizados, porém limitagbes devido a variabilidade da
metodologia empregada e a falta de controles impedem comparacdes efetivas e
conclusdes definitivas. RT-PCRs confiaveis para PSA e PSMA requerem protocolos
padronizados, o uso de controles internos e padroes externos como pré-requisito para

métodos quantitativos (SCHMIDT et al., 1998).

O presente estudo tem como objetivos principais:

1. Descrever a construgdo da molécula PSMA MIMIC e a padronizagao da PSMA
RT-PCR para avaliagdo de pacientes com PCa submetidos a prostatectomia
radical mediante a definicdo de um valor de corte.

2. Comparar os resultados do método padronizado com PSMA MIMIC e sem
PSMA MIMIC no periodo pré-operatorio.

3. Apresentar os resultados do novo método em relagdo aos periodos intra- € pos-
operatorio.

4. Comparar os achados em relagdo ao estddio tumoral, doenga nos linfonodos,
margens positivas e grau de diferenciagdo das células tumorais com os resultados

de RT-PCR para PSMA no periodo pré-operatorio.
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2 REVISAO DA LITERATURA ‘

2.1 CANCER DA PROSTATA

SPAPEN et al. (2000), avaliando os resultados obtidos pelo Registro de
Cancer de Rotterdan, observaram aumento no numero de casos novos de carcinoma
da prostata diagnosticados entre 1989 e 1995. Utilizando a populagdo européia como
referéncia, a incidéncia do cancer da prostata em 1995 foi de aproximadamente o
dobro (125:100.000 habitantes) da verificada no ano de 1989 (62:100.000

habitantes).

O carcinoma da prostata ¢ atualmente estimado como sendo o responsavel por
cerca de 14% dos obitos relacionados a cancer ndo cutaneo nos Estados Unidos da
Ameérica (PARKER et al.,, 1996). Isto representa um risco de 20% para o
desenvolvimento da doenga durante a vida. As taxas de mortalidade ajustadas a idade
revelam que o cancer da prostata causa entre 3 e 33 mortes a cada 100.000 pessoas

(PARKER et al., 1996).

Os dados relacionados a incidéncia clinica demonstram um nimero imenso de
individuos doentes. Mesmo assim, subestima-se a real prevaléncia desta neoplasia
maligna. O aumento continuo na incidéncia do cancer da prostata e obitos
relacionados significa que, apesar dos avangos na detecgdo precoce e tratamento,
estratégias melhores precisam ser consideradas para enfrentar esta doenca (EBERT e

BENDHACK, 1997).

Trés fatores foram considerados responsaveis pela elevagdo da incidéncia do
cancer da prostata: o envelhecimento da populagdo, com um conseqiiente aumento no
numero de individuos com risco aumentado para esta neoplasia (SCARDINO et al.,
1992; CATALONA et al., 1993), maior interesse da populagdo pelo cancer da

prostata, motivado pelas campanhas de prevencdo (POTOSKY et al., 1995) e, o mais



importante, a dosagem do antigeno prostatico especifico sérico (PSA), introduzido
como rotina para o diagnostico precoce em 1987, por recomendagdao da American
Cancer Society e American Urological Association (METLIN et al., 1993; OLSSON
etal., 1994; SLAWIN et al., 1995; von ESCHENBACH et al., 1997).

Desta forma, desde que o antigeno prostatico especifico (PSA) foi
estabelecido como marcador tumoral para detecgdo precoce do carcinoma da
prostata, foi verificado aumento importante na incidéncia desta doenga. Outra
conseqiiéncia da determinag@o do PSA consiste no fato de que a maioria dos tumores
da prostata atualmente diagnosticados se encontram na fase de doenca localizada e,
assim sendo, sdo passiveis de tratamento curativo pela prostatectomia radical. Um
assunto de extrema importancia de pesquisa em relagdo a esta doenga, ainda em
desenvolvimento, ¢ a defini¢do de pardmetros — no periodo pré-operatério — que

possam determinar o potencial de malignidade do tumor (BENDHACK et al., 1997).

Conceitos terapéuticos que, a exemplo de outros tumores do trato urinario e
pela avaliagdo do risco da doenga, permitam evitar um tratamento radical para
pacientes com muito bom progndstico, e que ajudem a indicar uma terapia maxima —
e assim curativa — para pacientes com alto risco, sdo extremamente importantes
(BENDHACK, 1996). Neste sentido os marcadores tumorais representam um meétodo

auxiliar indispensavel.

2.2 MARCADORES TUMORAIS

Ha muito tempo se procura identificar marcadores que indiquem a presenga de
um processo tumoral. Estas substincias, denominadas “marcadores tumorais”,
apresentam-se freqiientemente como conseqiiéncia da transformagao celular maligna.
Elas podem ser identificadas histologicamente no tecido tumoral — marcadores

celulares, p. ex., receptores hormonais do cancer da mama — ou em liquidos corporais



— marcadores humorais, p. ex., antigenos associados a tumores, hormonios e
marcadores induzidos pelo tumor. A determinagdo de marcadores tumorais séricos

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

Antigenos associados a neoplasias sd@o produzidos pelos proprios tumores e
secretados no soro. Nesta classe encontram-se, dentre outros, antigenos oncofetais
como alfa-feto-proteina (AFP) e antigenos tumorais definidos por anticorpos
monoclonais (mAbs) como p. ex., CA 125. Também determinados hormoénios como
a subunidade beta da gonadotrofina coridénica humana (8-hCG) podem ser produzidos
em grande concentrag@o pelo tecido tumoral de células germinativas (HEISE et al.,
1994), e enzimas tais como as isoenzimas da fosfatase alcalina placentaria (PLAP)
pelas neoplasias de células germinativas do testiculo, especialmente os seminomas

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

Os marcadores tumorais ndo sdo, com poucas excegoes, especificos de
determinados orgdos. Todavia se conseguiu, por meio da introdugdo de novos
marcadores tumorais definidos por anticorpos, melhorar a especificidade em relagio
ao 6rgdo (HEISE et al., 1994). Por meio da determinag@o quantitativa com técnicas
radioimunologicas verificou-se que a sensibilidade depende da pureza do marcador
tumoral em questdao — AFP e B-hCG, enquanto que a especificidade depende da
qualidade dos anticorpos (ACKERMANN, 1979).

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

com o estadio tumoral préprio;



5- indica¢do de todas as alteragdes da evolugdo do processo quando sob terapia e
seguimento;

6- informagdes progndsticas relacionadas ao grau de elevag¢do do marcador.

Caso as duas primeiras condigdes se fagam presentes, a utilizagdo do marcador
em questdo durante um processo de deteccdo precoce em pessoas sadias, também
conhecido como screening, seria possivel e racional. Sendo a génese tumoral muito

complexa, provavelmente tal marcador tumoral nio exista.

A determinacio de marcadores tumorais auxilia a definir condutas terapéuticas
precocemente, nao sendo, no entanto, adequados para screening. Assim, necessitam
ser consideradas em associagdo com outros achados de exames e com a evolugédo

clinica da doenga (MANN, 1990).

No entanto, alguns marcadores tumorais sdo utilizados atualmente para o
controle de pacientes considerados como membros de grupos de risco. Isto €
especialmente valido para o antigeno prostatico especifico (PSA), cuja determinagéo
¢ sugerida para homens com 1dade superior a 45 anos para o diagnostico precoce do
carcinoma da prostata (CARTER e PARTIN, 1998). O PSA determinado de rotina
além de aumentar a detec¢do do carcinoma prostatico mais que o exame digito-retal,
também aumenta o valor preditivo positivo do exame retal e eleva a taxa de detecgao
de carcinomas restritos ao oOrgdo e significantes em termos de tamanho e
diferenciacdo (CARTER e PARTIN, 1998). Ele é caracterizado por sensibilidade
satisfatoria (probabilidade do teste ser positivo quando da presen¢a de um tumor, isto
¢, verdadeiro positivo) e especificidade (freqiiéncia de verdadeiros negativos entre
individuos sadios). O método mais eficiente para a detec¢do desta doenga é, no
entanto, a assoclagdo do exame digito-retal e a dosagem do PSA, no sentido de
determinar o nisco da presenca da doenga (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
UROLOGIA, 1998).



Um fator fundamental para o uso adequado de marcadores tumorais ¢ a
conseqiiéncia terapéutica que o resultado anormal deste exame pode causar. Neste
contexto, parametros que possam indicar a evolugdo da doenga e precocemente
apontar com seguranga uma recidiva sdo de grande importancia (MANN, 1990).
Marcadores tumorais freqiientemente definem recidivas e/ou metéastases mais
precocemente do que métodos de imagem. Esta diferenga de tempo se encontra, em
meédia, na ordem de 3 a 6 meses e pode ser, em casos particulares, até maior do que
um ano (HEISE et al., 1994). Através da determinagdo de marcadores tumorais se

permite definir melhor o estadio clinico da doenga (BURT e JAVADPOUR, 1981).

A taxa de reducao pds-operatéria de um marcador sérico (tempo de meia vida
bioldgica) auxilia a definir se houve a retirada completa do tumor mediante a cirurgia
(HEISE et al., 1994). O tempo de meia vida do PSA ¢ calculado em 1.6 dias
(SEMJONOW et al., 1994). Devido, no entanto, a um padréo bifasico de declinio na
sua concentrag@o, alguns autores afirmam que a determinacdo do PSA antes de 30
dias apos a prostatectomia radical ndao permitiria uma conclusdo acerca da presenga
ou auséncia de doenga residual (VAN STRAALEN et al.,, 1994). Os orgdos
associados a eliminag@o das diferentes formas moleculares do PSA séo o figado e o

rim (BIRKENMEIER et al., 1999).

A elevagdo dos valores pré-operatorios, isto €, uma nova elevagdo da
concentra¢do do marcador apds o tratamento apresenta, para certos marcadores, valor
prognostico. Especialmente no seguimento dos pacientes, um novo aumento ou a
permanéncia de valores elevados esta intimamente relacionado ao prognoéstico. Os
valores preditivos positivo e negativo se apresentam, nessa situagdo, como

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

Recentemente, progressos na citogenética e biologia molecular permitiram
estudos sobre a carcinogénese, progressido tumoral e desenvolvimento de metastases

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

2.3.1 Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

O antigeno prostatico especifico (PSA) é uma proteina sérica, produzida pelo
epitélio prostatico e pelas glandulas periuretrais do homem, tendo sido primeiramente
identificado no liquido seminal por HARA et al. (1971). Dois anos mais tarde LI e
BELING (1973), determinaram o peso molecular do PSA (30.000 Daltons) e
descreveram as suas caracteristicas na eletroforese. Em 1979, o PSA foi isolado no
tecido prostatico por WANG et al. No ano seguinte, esse mesmo grupo de
investigadores relataram a presenga do PSA no soro de pacientes com cancer da
prostata (PAPSIDERO et al., 1980). O gene para o PSA esta localizado no brago
longo do cromossomo 19 (19q), e a seqiiéncia do seu DNA foi determinada por

LUNDWALL e LILJA (1987).

O PSA ¢ secretado no liquido seminal em altas concentragdes [0,24 mg/ml a
5,5 mg/ml] (SENSABAUGH, 1978) e sua fungdo ¢ liquefazer o coagulo seminal
(LILJA, 1985; McGEE e HERR, 1988). No soro, o PSA € encontrado normalmente
em concentragdes muitos menores (ng/ml) e possui duas formas moleculares: livre e
ligado as antiproteases plasmaticas alfa;-antiquimotripsina e alfa,-macroglobulina

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

A concentragdo das antiproteases no soro € muito superior a do PSA. Portanto,
todo o PSA enzimaticamente ativo devera formar complexos com as antiproteases,
principalmente a alfa,-macroglobulina (MG). A ligagdo do PSA a alfa;-
antiquimotripsina (ACT) inativa a agdo proteolitica do PSA, mas o complexo PSA-

ACT permanece imunodetectavel. Por outro lado, o complexo PSA-MG n#o cessa
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totalmente a atividade de protease do PSA, porém n3o ¢ detectavel
imunologicamente (CHRISTENSSON et al., 1990).

A forma livre do PSA, sem agdo proteolitica, provavelmente é mantida inativa
dentro das células epiteliais até ser liberada no soro. Esta forma livre ndo constitui
complexos com as antiproteases € ¢ imunodetectavel (LILJA et al., 1991). Assim, a
forma livre do PSA e o complexo PSA-ACT s@ao imunodetectaveis e representam o

PSA sérico total determinado pelos métodos atualmente disponivelis.

Alteracdes da arquitetura normal da prostata podem levar a liberagdo do PSA
das células epiteliais para o estroma prostatico, permitindo que o PSA tenha acesso a
corrente sangiiinea, determinando elevacdes na sua concentragdo plasmatica. Isto
pode ocorrer em situagdes como manipulagdo prostatica por bidpsia ou massagem
(STAMEY et al., 1987) e presenca de doenga prostatica, como hiperplasia benigna,
cancer ou prostatite (WANG et al., 1981; ERCOLE et al., 1987; ROBLES et al.,
1988).

Desta forma, um valor elevado do PSA sérico ¢ indicativo da presenga de
doenca prostatica, ndo necessariamente cancer. Alem disso, nem todos os pacientes

com neoplasia maligna da prostata possuem PSA elevado.

Inicialmente, acreditou-se que o PSA ndo seria util como marcador para o
cancer da prostata, em virtude da sua baixa especificidade. Os primeiros estudos
indicaram que 21 a 86% dos individuos com hiperplasia prostatica benigna (BPH)
possuiam PSA elevado (STAMEY et al., 1987; OESTERLING et al., 1988;
HUDSON et al., 1989). Contudo, em diversos trabalhos posteriores foi demonstrada
a associagdo entre os niveis séricos do PSA e o risco para a presenga de cancer da
prostata (CATALONA et al., 1991; LABRIE et al.,, 1992; STONE et al., 1994;
GANN et al., 1995).
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A avaliag@o dos métodos de detecg¢@o do cancer da prostata demonstrou que o
PSA, como teste isolado, possuia o mais alto valor preditivo positivo. Uma proporgdo
bem maior de pacientes com PSA elevado apresentou cancer na bidpsia prostatica em
comparagdo a pacientes com exame retal digital (ERD) alterado ou ultra-sonografia
trans-retal da prostata (USTR) sugestiva para neoplasia (CATALONA et al, 1994;
ELLIS et al., 1994; STONE et al., 1994). Além disso, o ERD e a USTR sdo
dependentes do examinador enquanto o PSA ¢ uma medida objetiva do risco para

cancer.

O risco para neoplasia maligna da proéstata é diretamente proporcional ao nivel
do PSA (COONER et al., 1990). A chance de deteccdo de cancer na biodpsia
prostatica é de 1:50 em pacientes com PSA abaixo de 4 ng/ml (LABRIE et al., 1992);
1:4 para PSA entre 4 ¢ 10 ng/ml e 1:2 quando o PSA for superior a 10 ng/ml
(BRAWER et al., 1992; CATALONA et al., 1994; STONE et al., 1994; LITTRUP et
al., 1994).

Embora o PSA possua o mais alto valor preditivo positivo para cancer da
prostata, o seu uso isolado nao ¢ recomendado, uma vez que cerca de 25% dos
pacientes com carcinoma prostatico possuem PSA < 4 ng/ml. O método mais eficaz
de detecgdo precoce do cancer da prostata é o emprego conjunto do ERD e dosagem
do PSA sérico (CATALONA et al., 1994; LITTRUP et al., 1994; STONE et al.,
1994).

OESTERLING et al. (1993) descreveram sobre o ajuste do PSA em relagdo a
idade do paciente. BABAIAN et al. (1990) e LITTRUP et al. (1991) propuseram o
emprego da densidade do PSA, calculada pela razio entre PSA sérico e volume
prostatico. CARTER et al. (1992), e SMITH e CATALONA (1994) defenderam a
avaliagdo dos niveis do PSA sérico ao longo do tempo, conhecido como velocidade
do PSA. Com o surgimento de métodos que permitem determinar a concentracido 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. (I995) tém estudado a relacdo PSA

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

A introdugdo do antigeno prostatico especifico, na rotina de detecgdo precoce
do céncer da prostata, ndo teve como conseqiiéncia apenas o aumento na incidéncia
da doenca. O tempo necessario para o diagnostico foi reduzido de maneira
significativa, o que foi confirmado por meio de estudos longitudinais onde o PSA foi
determinado a partir de amostras de plasma congelado anos antes do diagndstico de
cancer da prostata. Dados do Baltimore Longitudinal Study of Aging (SHOCK et-al.,
1984), demonstraram que individuos com carcinoma prostatico apresentavam
alteragdo do PSA cerca de 4 anos antes do diagnostico. Resultados similares foram
encontrados por GANN et al. (1995), onde elevagdes do PSA foram percebidas 5,5
anos antes do diagndstico de neoplasia prostatica. Em estudo similar, utilizando
amostras de plasma congelado, TIBBLIN et al. (1995) demostraram que um PSA > 4
ng/ml estava associado a um risco 20 vezes maior para cancer da prostata seis anos

ap6s o plasma ter sido colhido e armazenado.

Portanto, a utilizagdo do PSA como método de diagnostico precoce, parece
resultar em uma identificagdo do cancer prostatico em um momento mais precoce de

sua evolucao natural.

2.3.2 Antigeno Prostatico Especifico de Membrana (PSMA)

O antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA) é um potencial
marcador para o diagnostico inicial e exato estadiamento do carcinoma da prostata,

assim como auxilio na definicio de tratamento e no acompanhamento desses

pacientes (HOROSZEWICZ et al., 1987; ISRAELI et al., 1993).
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O PSMA ¢ uma proteina transmembrana do tipo 2, composta por 750
aminoacidos, com peso molecular de 100 kDa, presente na superficie de células
epiteliais da prostata e com atividade de hidrolise do folato e NAALAdase. A
expressdo de PSMA encontra-se aumentada em associagdo com o cancer da prostata
e nos vasos sanguineos de muitos tumores sdlidos (WRIGHT et al.,, 1996A;
KAWAKAMI e NAKAYAMA, 1997, O'KEEFE et al., 1998). O gene do PSMA
consiste de 19 exons, compreendendo aproximadamente 60kb do DNA gendmico. A
localizagdo do gene que codifica o PSMA ¢ 11pl1-pl2, todavia um gene homologo

mas nao idéntico ao PSMA existe no cromossoma 11q14 (O'KEEFE et al., 1998).

O PSMA foi originalmente definido pelo anticorpo monoclonal 7E11.C5 e
tem sido descrito como portador de grande especificidade a prostata
(HOROSZEWICZ et al., 1987; LOPES et al., 1990; ROSENSTROUS et al., 1990;
ISRAELI et al.,, 1994B; TROYER et al., 1995; KAWAKAMI e NAKAYAMA,
1997; SILVER et al., 1997), porém expressdo minima tem sido observada no cérebro,
glandulas salivares e intestino delgado através de estudos de expressdo proteica e
genética (HOROSZEWICZ et al., 1987; LOPES et al., 1990; ROSENSTROUS et al.,
1990; ISRAELI et al, 1994B; TROYER et al., 1995; KAWAKAMI e NAKAYAMA,
1997; SILVER et al, 1997).

O PSMA esta aumentado no soro de pacientes com carcinoma da prostata. Isto
foi verificado através da determinagdo da reatividade com o anticorpo 7E11.C5 por
métodos imunoabsorventes ligados a enzimas (ELISA) e analise com Western blot
(ROCHON et al., 1994; MURPHY et al.,, 1995A; MURPHY et al.,, 1995B;
MURPHY et al.,, 1996A). A sua expressdao aumentada ¢ encontrada em associagao
com a progressdo € no carcinoma prostatico hormonio refratario (WRIGHT et al,
1996a; KAWAKAMI e NAKAYAMA, 1997).
2.3.2.1 PSMA e Métodos de Deterrhinagéo
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A deteccdo de células prostaticas no sangue periférico e nos linfonodos
baseada na expressdo de genes especificos da prostata representa um conceito
emergente. Isto estimulou muitos investigadores a analisar o potencial da tecnologia
associado a reagdo em cadeia com transcriptase reversa e polimerase (RT-PCR),
recentemente resumido por alguns autores (COREY and COREY, 1998; GOMELLA
et al., 1997; GRASSO et al., 1998; ELGAMAL et al., 2000; SU et al., 2000).

Desde a introdug@o dos experimentos com RT-PCR com primers especificos
para PSA (MORENO et al. 1992) e PSMA (ISRAELI et al., 1994a), uma série de
estudos foram realizados para a detecg@o de células prostaticas cancerosas no sangue
periférico e para a detecgdo de micrometastases em linfonodos (DEGUCCI et al.,
1993). A maior parte deles correlacionaram os resultados com achados clinicos, tais
como penetracdo capsular, margens cirirgicas positivas, estadio patolégico ( KATZ
et al. 1994, GHOSSEIN et al. 1995), tempo livre de doenga e falha apos tratamento
com prostatectomia radical retropiibica (RRP) (OLSSON et al., 1996).

Foi estimado que grande numero de cé€lulas tumorais circulantes (acima de
10.000 células num homem de 70 Kg) seria necessario no sentido de permitir a
sobrevivéncia de uma pequena percentagem destas (menos que 0,01%) e assim o
desenvolvimento de uma metastase (LIOTTA et al., 1991; MORENO et al., 1992).
Embora células prostaticas circulantes freqlientemente sejam encontradas em
pacientes com PCa metastatico, quando as mesmas sdo detectadas em pacientes com
PCa localizado, elas podem nio possuir o verdadeiro potencial metastatico e, desta
forma, ndo deveriam ser classificadas como micrometastases (OLSSON e

BUTTYAN, 1998).

Todavia, mesmo apds cinco anos do inicio destas analises, os resultados
relacionados aos dados clinicos variam significativamente devido ao uso de
protocolos diversos e ndo padronizados (KATZ et al. 1994, GHOSSEIN et al. 1995,
LORIC et al. 1995, OLSSON et al., 1996, SOKOLOFF et al. 1996). A maior parte
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destes estudos difere com relagdo aos primers e protocolos, impossibilitando assim
comparagdes entre os mesmos. Adicionalmente, a sensibilidade extremamente
elevada dos experimentos com RT-PCR apresenta o risco de sinais “falso-positivos”

e dificulta significativamente o uso da tecnologia de RT-PCR.

CHELLY e colaboradores (1989) foram os primeiros a descrever os sinais
“falso positivos” como conseqiiéncia da transcri¢do ilegitima, também designada
como transcri¢do basal, a qual se refere a transcri¢do de genes tecido-especificos em
tecidos nao especificos. Este fendmeno é uma conseqiiéncia do silenciamento
incompleto de genes tecido-especificos devido a uma metilagdo incompleta das ilhas
CpG nas regides promotoras destes genes. Assim, resultados “falsos positivos” em
RT-PCRs para PSA e PSMA sdo responsaveis pela expressdo de genes prostatico
especificos em células e tecidos ndo prostaticos. Alguns autores descreveram um
baixo nivel de transcricio de PSA no sangue de individuos normais dos sexo
feminino e masculino, em tecidos humanos normais e tumorais (mama, pulmao,
endométrio, ovario) (MONNE et al., 1994; DIAMANDIS et al., 1995; ZHARGAMI
et al., 1996; LEHRER et al., 1996; CLEMENTS et al., 1994; YU et al., 1995;
ZHARGAMI et al., 1997), bem como em leucocitos (O'HARA et al., 1996; HENKE
et al., 1996; HENKE et al., 1997). Resultados semelhentes tém sido demonstrados
para PSMA em sangue normal, em linhas celulares de carcinoma de ovario, leucemia
e mieloma multiplo (HENTTU et al., 1996). LINTULA e STENMAN (1997)
detectaram expressdo basica bastante elevada até mesmo na fra¢do leucocitaria de

sangue periférico de voluntarios sadios.

A maioria dos métodos de RT-PCR utilizados atualmente sdo baseados na
amplificacdo do acido mbonucleico mensageiro (mRNA) do PSA, devido a
especificidade notavelmente maior, se comparada com aquela do PSMA. Todavia, ha
uma forte redugdo da expressdao do PSA em resposta aos tratamentos de ablacio
hormonal, verificado por exemplo para células da linha celular LNCaP (HENTTU et

al., 1992). Pacientes com PCa submetidos a esse tratamento tém uma reducio da
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transcricdo de PSA, e assim a possibilidade de detecgdo de células prostaticas se
encontra reduzida. Em contraste, a expressdao do gene do PSMA ¢ 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 o
método de escolha para controlar o resultado de tratamento em pacientes com
tratamento hormonal. Adicionalmente, a expressdo elevada de PSMA em células
cancerosas metastaticas (KAWAKAMI M e NAKAYAMA et al. 1997) poderia se

relacionar a um grande potencial para o diagnostico de cancer da prostata.

Este estudo tem por objetivo apresentar a construg@o e o uso de uma molécula
externa padronizada para definir a sensibilidade e especificidade da detecgdo de
células prostaticas no sangue periférico através do marcador tumoral PSMA com o
uso da RT-PCR em pacientes submetidos a tratamento do carcinoma da prostata. Esta
molécula, designada de PSMA Mimicry Molecule (PSMA MIMIC), e que serve para
aumentar a especificidade do método através da sua padronizagdo e adigdo a reagao,
foi desenvolvida no Laboratdrio de Biologia Molecular do Departamento de Urologia
da Universidade Heinrich-Heine de Diisseldorf, Alemanha. PSMA MIMIC tem
aproximadamente as mesmas caracteristicas de amplificagdo do PSMA enddgeno, 1.é,
dos pacientes, e apos a adigdo externa de PSMA MIMIC as amostras de sangue dos
pacientes, ambas podem ser analisadas na mesma reagdo, o que permitiria o
estabelecimento de um valor de referéncia para filtrar a transcri¢do basal, a
eliminacdo de resultados “falso positivos” e uma analise quantitativa do método de

PSMA RT-PCR.
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3 PACIENTES E METODO

3.1 PACIENTES

Entre junho de 1996 a julho de 1999 foram realizadas 212 determinag¢des do
PSMA em amostras de sangue periférico de 117 pessoas, pacientes e voluntarios
sadios (tabela 1), no Departamento de Urologia da Universidade Heinrich-Heine de
Diisseldorf, Laboratorio de Biologia Molecular. Os resultados foram analisados de

modo prospectivo.

TABELA 1 — DIAGNOSTICO DOS PACIENTES

Diagnostico Numero de pacientes (n)
Doenca maligna da prostata 61

Carcinoma da prostata localizado 57

Carcinoma da prostata metastatico -
Hiperplasia da prostata 27

Outras doencas do trato urinario 15
Voluntarios sadios 14

Total ) 117

Todos os pacientes com doenga maligna da prdstata foram submetidos aos

exames de rotina do Departamento, ndo relevantes para o presente estudo.

A média de idade dos homens com PCa localizado foi de 64,2 anos, enquanto
que para os pacientes com BPH a média foi de 63,2 anos (tabela 2). A média de idade
dos voluntarios sadios e pacientes com doengas do trato urinario exceto da prostata

foi de 41,7 anos (limites de 25 a 62 anos).
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O valor médio do PSA sérico dos pacientes submetidos a prostatectomia

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

TABELA 2 - D‘ISTRIBUICAO POR IDADE DOS PACIENTES SUBMETIDOS
A PROSTATECTOMIA RADICAL E RESSECCAO TRANS-

URETRAL DA PROSTATA
Idade Idade (anos) Idade (anos)
PCa BPH
Minima 53 54
Maxima 74 74
Média 64,2 63,2

PCa = carcinoma da prostata; BPH = hiperplasia benigna da préstata.

Para interpretagdo dos resultados, os pacientes foram subdividividos em trés
grupos principais:
1 57 pacientes com carcinoma da prostata (PCa, n = 57),

2 27 pacientes com doenga benigna, hiperplasia da prostata (BPH, n = 27), e

3 14 mulheres e homens (voluntarios) sadios e 15 pacientes com doengas do
trato urinario exceto da prostata (n = 29). Este grupo foi denominado de

controle.

Outros 4 pacientes com PCa metastatico forneceram amostras que serviram
para comparagao entre os resultados do método antes e apés a padronizagdo com

MIMIC.

Adicionalmente, amostras de sangue periférico foram obtidas no periodo pré-

operatério (um dia antes) de 38/57 pacientes com carcinoma da prostata, trinta
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minutos apos a remogao da pega cirirgica por ocasiao da prostatectomia radical e
duas semanas apds a cirurgia. Amostras de sangue periférico de 19/27 pacientes com
BPH submetidos a ressecc¢do transuretral da prostata foram obtidas 30 minutos apds a
cirurgia. Todas as amostras foram armazenadas a 4°C pelo periodo maximo de 18
horas ou foram submetidas imediatamente ao procedimento de isolamento do acido

ribonucleico (RNA).

As linhas celulares LNCaP e DU-145 foram obtidas da American Type
Culture Collection. Informagdes com relagdo ao estabelecimento e caracteristicas
destas linhas celulares foram previamente publicadas (HOROSZEWICZ et al., 1983;
STONE et al., 1978).

3.2 METODO

3.2.1 Determinag¢ido do PSMA

3.2.1.1 Isolamento do Acido Ribonucleico (RNA) de Amostras de Sangue Periférico

Leucocitos sanguineos intactos do sangue periférico de amostra de 2 ml de
sangue venoso foram i1solados apos a lise dos eritrocitos com tampao hipotonico
(tampao hipotdnico para eritrocitos ELB, Qiagen, Hilden, Alemanha) por 3 ciclos de
centrifugacdo (10 minutos a 400g e 4°C). Os leucocitos foram armazenados a -70°C
ou submetidos imediatamente a extragdo do RNA utilizando-se o RNA Blood Kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha). Cada amostra de RNA foi quantificada por
espectroscopia, de 340 nm a 210 nm (UviKon 900, Kontron Instruments, Neufarn,

Germany).
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3.2.1.2 Reacdo em Cadeia com Transcriptase Reversa (RT-PCR) para a Detecgao
do PSMA

Foram utilizados 2 pg de RNA total para a sintese de acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) utilizando AMYV (virus da mieloblastose
das aves) transcriptase reversa (Promega, Madison, Estados Unidos da Ameérica) e
oligo (dT)-primers (Sigma, St- Louis, E.U.A.). Foi realizado um método 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 descrito previamente (ISRAELI et al., 1994a;
SCHOENFELD et al., 1994).

No sentido de aumentar a especificidade foi desenvolvido um método
especifico de nested PCR para PSMA. Um décimo do cDNA foi utilizado
diretamente para a amplificagdo da PCR. Para amplificar PSMA e PSMA MIMIC,
ambas as reagdes de nested PCR utilizando os primers externo e interno se fizeram
num periodo inicial de 5 minutos de denaturagio a 96°C e 5 minutos de recozimento
a 62°C. Foram utilizados dezoito ciclos de polimerizacao, denaturagao 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
polimerase (DynaZyme, Biometra, Goéttingen, Alemanha) por reagdo através da
incorporagdo de 2.6 pM dUTP marcada com digoxigenina e 50 uM dNTPs. O gene
house-keeping GAPDH foi simultaneamente amplificado servindo como controle
interno de qualidade e quantidade de RNA, transcripgdo reversa, sintese de cDNA e
PCR. Apos a separagdao de um décimo do volume da reagdo 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 quantificacdo da expressdo de
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PSMA foi realizada usando o sistema hipersensivel com digoxigenina (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Alemanha) e deteccdo por quimioluminescéncia em “ECL-
Hyperfilm” (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido). Embora a quantificagéo
dos resultados de RT-PCR seja possivel (ver exemplos em resultados), no presente
estudo a determinacio se 0s mesmos sdo positivos ou negativos € considerada mais

importante. Cada reagdo de PCR foi repetida no minimo 2 vezes.

3.2.1.3 Construc¢do da Molécula Controle PSMA MIMIC

A molécula artificial PSMA MIMIC foi construida como esquematizado na
figura 1. Na primeira etapa, PSMA endégeno de um linfonodo de paciente com
metastase  linfatica  foi  amplificado  usando primers Pl (5°-
CAGCACCACCAGATAGCAGC-3") e P2 (5-CGACAATCAAAAGGGAGCAC-
3") resultando em produto de 883 bp. Primers foram designados utilizando o
programa OLIGO versio 4.0. O perfil de amplificagdo foi idéntico aquele
mencionado acima com exce¢do de que o numero de ciclos foi de 35. O produto
resultante da PCR foi usado para a constru¢io da PSMA MIMIC pela realizacio de
dele¢do de 85 bp utilizando 10 U de enzimas de restricdo Accl e Nspl (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha), cada uma delas sendo ativadas em duas fases
subseqiientes de incubagdo a 37°C por 2 horas. As duas partes resultantes da
molécula foram tratadas com polimerase T4 DNA (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemanha) por 20 minutos a temperatura ambiente. Ligag@o subseqiiente com ligase
T4 DNA (Ready to Go T4 DNA Ligase Kit, Pharmacia, Reino Unido) por uma hora a
temperatura ambiente resultou na molécula PSMA MIMIC de 798 bp. O produto de
ligacdo foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% e retirado do
mesmo (gel) utilizando-se o Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden; Alemanha).
Apos amplificagdo seqiiencial utilizando os primers P1 e P2 (ver acima), o produto
da PSMA MIMIC PCR foi novamente purificado utilizando-se do Qiagen PCR

Purification KIT (Qiagen, Hilden; Alemanha) de acordo com o protocolo do
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fabricante. A PSMA MIMIC foi submetida a seqiienciamento, e ambos, a seqiiéncia

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

O uso de um par de primer externo P3 and P4 na primeira reagdo da nested
PCR resultou na produ¢do da PSMA MIMIC de 562 bp, o uso de um par de primer
interno P5 e P6 na segunda fase da PSMA MIMIC PCR resultou num produto de 149
bp (figura 1). Esse produto da PSMA MIMIC PCR € novamente 85 bp menor que o

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

(figura 2).



FIGURA 1 — CONSTRUCAO DA MOLECULA PSMA MIMIC. LOCAIS DE
RESTRICAO PARA AS ENZIMAS DE RESTRICAO NSP I E
ACC 1 E LOCAIS DE LIGACAO PARA OS PARES DE PRIMERS
P1/P2, P3/P4 E P5/P6 SE ENCONTRAM INDICADOS. OS
COMPRIMENTOS DE FRAGMENTOS RESULTANTES DA PCR
ESTAO TAMBEM APRESENTADOS

z Nspl Accl
P P3 £e o
- — ¢ l ’
5
RESTRICAO P6 P4 P2
883 bp l
-85 bp
5 615 bp 3 X 183 bp 3
l LIGACAO
5 =798 bp MIMIC 3
P3 l Nested pCR: primer externo
o <«
5 562 bp 3
P4
P53 Nested pCR: primer interno
—
: 3
5 149 bp P6

.

Produto MIMIC de PCR 3




26

FIGURA 2 - NESTED RT-PCR PARA DEMONSTRAR O LIMITE INFERIOR DE
DETECCAO DA MOLECULA PSMA MIMIC, INDICADA COMO O
NUMERO DE MIMICS ADICIONADA A REACAO DE PCR
(ESQUERDA). O LIMITE DE DETECCAO PARA O PSMA
ENDOGENO FOI DETERMINADO PELA ADICAO EXTERNA DE
| E 10 CELULAS LNCAP EXPRESSORAS DE PSMA AS
AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO E A LINHA CELULAR
DU 145, A QUAL NAO EXPRESSA PSMA (DIREITA)
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3.2.1.4 Valor de Referéncia e Padronizagdo do Método

As amostras de sangue de individuos sadios foram utilizados para determinar o
valor de referéncia. Para a determinagdo desse valor reagdes de RT-PCR para PSMA
foram realizadas, as quais se adicionaram moléculas de PSMA MIMIC externas em
quantidades definidas. Pela comparagdo de sinais (positivos e fracos) de PSMA RT-
PCR de 4/14 individuos sadios do grupo controle com os sinais de quantidades

definidas de PSMA MIMIC, foi estabelecido o valor de referéncia de 60 moléculas
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de PSMA MIMIC por reagdo, o que corresponde a 560 moléculas/ml do sangue

periférico.

Vinte moléculas de PSMA MIMIC adicionadas a cada reagdo de PCR
mostraram o mesmo sinal que 1/25 de 1 ml de sangue de voluntarios sadios
acrescidos de uma célula LNCaP (ver figura 2). O PSMA endo6geno (dos pacientes)
foi calculado ao se utilizar este valor de conversao. Os sinais fortes de PSMA dos
pacientes foram comparaveis aos sinais resultantes de 34 - 400 PSMA MIMICs
adicionadas a reag@o de PCR e corresponderam a 850 - 9900 moléculas/ml de sangue
e 1.7 — 20 células LNCaP /ml de sangue (ver resultados, figura 3 e tabela Al -
anexos). A transcrigdo ilegitima dos pacientes negativos e controles sadios variou
entre zero € 575 correspondendo a um sinal (fraco) de no maximo 0 - 1 célula da

prostata/ml de sangue.

Assim foram estabelecidas as defini¢oes de:

1 sinal fraco = resultado de RT-PCR correspondente de zero a 575 moléculas
PSMA MIMIC/ml de sangue ou sinal de no maximo 1 célula da préstata/ml de
sangue; e

2 sinal forte = resultado de RT-PCR correspondente a 34 - 400 PSMA MIMICs
adicionadas a reagdo de PCR ou 850 - 9900 moléculas/ml de sangue, ou 1.7 —

20 células LNCaP /ml de sangue

3.2.2 Determinagdo do PSA

Para a determinagdo do PSA foi utilizado o método “Elecsys PSA™ de acordo

com a descri¢do do fabricante (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).
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3.2.3 Analise Estatistica
BANCO DE DADOS

Todas as informagdes foram armazenadas em arquivo estruturado com auxilio
do programa EXCEL® 1997 (MICROSOFT, E.U.A.).
TESTE APLICADO

Para analise de associagao dos resultados de PSMA no periodo pré-operatério
e estadiamento patologico, margem cirurgica, metastase para linfonodos e grau de
diferenciagao das células tumorais foi aplicado o teste de Qui-quadrado.

DEFINICAO DO VALOR DO ERRO ALFA (o)

O nivel de significancia estabelecido para a ndo aceitagdo da hipotese nula

(H,) foi de 5%.
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4 RESULTADOS
4.1 SENSIBILIDADE DO METODO RT-PCR

Para o PSMA endogeno foi detectada uma unica célula LNCaP (linha celular

prostatica sendo positiva para PSMA) para um excesso de lxlDl6 celulas de DU 145
(linha celular prostatica sendo negativa para PSMA) (figura 2). Foi possivel realizar a
detecgdo de uma célula LNCaP apés a adigdo para 2ml de sangue periférico (1x10’
leucdcitos). O limite minimo de detecgdo para a molécula PSMA MIMIC foi de oito
moléculas simples para cada reagdo (figura 2). Uma célula LNCaP em 1ml de sangue

apresentou o mesmo sinal do que 20 moléculas PSMA MIMIC purificadas. Todavia,

analisando uma célula LNCaP adicionada a 1::{106 células DU145, o sinal de PSMA
atingiu a mesma intensidade do que 75 moléculas PSMA MIMIC.

4.2 RESULTADOS SEM E COM PADRONIZACAO (PSMA MIMIC) DA RT-
PCR

Para as reagdes de PSMA RT-PCR sem o uso da molécula PSMA MIMIC, 42%
(24/57) dos pacientes com PCa localizado foram positivos para PSMA (tabela 3).
Todavia, 30% (8/27) dos pacientes com hiperplasia benigna da prostata (BPH) e 33%
(9/27) dos individuos do grupo controle foram positivos para PSMA.

Trés de 8 individuos sadios do sexo masculino e 1 de 6 do feminino foram
positivos para PSMA. Pela comparagao de sinais (fracos) de PSMA RT-PCR destes 4
individuos sadios do grupo controle com os sinais de quantidades definidas de PSMA
MIMIC, foi estabelecido o valor de referéncia de 60 moléculas de PSMA MIMIC por

reagao, o que corresponde a 560 moléculas/ml do sangue periférico.
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TABELA 3 — RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA DE AMOSTRAS DE
SANGUE PERIFERICO; COMPARACAO DA RT-PCR SEM
MIMIC E PADRONIZADA COM MIMIC NA REACAO. OS
RESULTADOS POSITIVOS SAO APRESENTADOS EM %

Sem MIMIC Com MIMIC

(%) (7o)
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]
Controles 33,3 [9/27] 7,4 [2/27]

BPH = hiperplasia benigna da piostata; TUR-P = ressecgdo trans-uretral da prostata; PSP =
prostatectomia supra-pubica; PCa = carcinoma da prostata; RRP = prostatectomia radical retro-
pubica.

A padronizacdo do método usando o valor de referéncia pré-definido e
comparagdo do sinal do PSMA endégeno do sangue de pacientes com PCa e BPH,
assim como de individuos sadios do grupo controle com o sinal do PSMA MIMIC
adicionado externamente (figura 3), associou-se a decréscimo no nimero de amostras
positivas (tabela 3, coluna a direita). Somente 11% (3/27) dos pacientes com BPH
mostraram sinais positivos com o método padronizado. A positividade do grupo
controle diminuiu para 7% (2/27). Enquanto que nenhuma das sete voluntarias
apresentou resultado positivo, 2/20 (10%) dos homens do grupo controle mostraram
sinais positivos mesmo apos padronizagdo do sinal do PSMA MIMIC. As duas
amostras foram de um paciente com tumor testicular e de um paciente com
carcinoma renal metastatico. Todavia, a amostra de sangue de outro paciente do sexo
feminino com carcinoma renal metastatico, incluida neste estudo, foi negativa.
Dentre os pacientes com PCa, 24,6 % (14/57) e somente 2 de 4 dos pacientes com

metastase a distancia permaneceram positivos (tabela 3).
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Utilizando o valor de conversdo de 20 moléculas de PSMA MIMIC/reagdo de
PCR ou 1 célula LNCaP em 1/25 ml de sangue de voluntarios sadios, foi calculado o
sinal de PSMA enddgeno da figura 3 como apresentado na tabela A1 (anexos). Como
se verifica na figura 3, os sinais de PSMA endogeno no sangue das amostras A1, A2,
A3, Bl, D3 e F2 sdo comparéveis aos sinais resultantes de 34 - 400 PSMA MIMICs
adicionadas a reagdo de PCR e corresponde a 850 — 9.900 moléculas/ml de sangue e

1,7 — 20 células LNCaP/ml de sangue. Estes sdo sinais considerados fortes.

FIGURA 3 - RT-PCR PADRONIZADA PARA PSMA ENDOGENO EM
AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO DE PACIENTES
SUBMETIDOS A PROSTATECTOMIA RADICAL. TODAS AS
PCRs FORAM REALIZADAS NA PRESENCA DA MOLECULA
MIMIC ADICIONADAS EXTERNAMENTE. AS AMOSTRAS
COLHIDAS UM DIA ANTES, 30 MINUTOS E 14 DIAS APOS A
CIRURGIA FORAM ANALISADAS A CADA 3 LINHAS
(SEQUENCIAIS OU VIZINHAS)

L e ] M — ) ) — N e N N
“<4<4papl CUpPAPRR B OF

1’0 células LNCaP

1 Controle negativo
Agua

GADPH = Glicerol-aldeido-fosfato desidrogenase.
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Utilizando esta padronizacdo do método, as amostras sanguineas de 2 dos 4
pacientes com metastases a distancia foram positivos. Dentre os pacientes com PCa
submetidos a prostatectomia radical (tabela A3 — anexos), 11/38 (= 28.9%) revelaram
sinais positivos a RT-PCR. Houve tendéncia de associagdo com o estadio tumoral:
2/16 (= 12.5%) dos pacientes com tumores pT2, 8/20 (= 40.0%) dos pacientes com
tumores pT3 e 1/2 com tumores pT4 foram positivos para PSMA. O método 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 tumores com Gleason score = 7 foram positivos, somente 18.8%

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

Ao se analisar os resultados de PSMA no periodo pré-operatorio da RRP em
relacio ao estadio tumoral (T1-2 versus T3-4), ndo foi verificada diferenca

significativa (p = 0,07) (ver grafico 1).
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Ao se analisar os resultados de PSMA no periodo pré-operatério da RRP em

relagdo a presenca de doenga nos linfonodos (NO versus N+), nio foi verificada

diferenga significativa (p = 0,40) (ver grafico 2).
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Ao se analisar os resultados de PSMA no periodo pré-operatério da RRP em
relacdo as margens cirurgicas (positivas versus negativas), ndo foi verificada

diferenga significativa (p = 0,72) (ver grafico 3).

GRAFICO 3 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES DE ACORDO COM OS
RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA E MARGENS
CIRURGICAS NEGATIVAS (R0) E POSITIVAS (R1) (p = 0,72)
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Houve associacdo dos resultados de PSMA no periodo pré-operatorio da RRP
em relagdo ao grau de diferencia"@ﬁo celular (G1 versus G2 versus G3): 53,8% (7/13)
dos tumores G3, 17,4% (4/23) dos tumores G2 e nenhum dos 2 pacientes com tumor
G1 foram positivos (ver grafico 4). Ao se estudar associacdo entre as variaveis, foi

verificada uma diferenga significativa (p = 0,044).

GRAFICO 4 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES DE ACORDO COM OS
RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA E GRAU DE
DIFERENCIACAO CELULAR (G1, G2 e G3 - ver anexos) (p=
0,044).

Nr. de
pacientes

OPSMA pos.
@ PSMA neg.

Considerando-se todos os pacientes com sinais positivos, 81.8% (= 9/11) se
apresentavam com estadios = pT3, 72.7% (= 8/11) com Gleason score = 7 e 63.6%

(7/11) com tumor G3.
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4.3 DISSEMINACAO HEMATOGENICA DE CELULAS PROSTATICAS PELA
CIRURGIA, DETECTADA PELA RT-PCR PADRONIZADA

RT-PCR para PSMA do sangue de pacientes antes de resseccao trans-uretral da
prostata (TUR-P) (n = 15) ou prostatectomia transvesical supra-pubica (n = 4) por
BPH foi positiva em 3 casos, todos submetidos a8 TUR-P (3/19 = 16%) (tabelas 4 e
A2 em anexos). Dois dos 3 pacientes inicialmente positivos antes da TUR-P se
mantiveram desta forma apds a cirurgia. Dois dos pacientes submetidos a TUR-P
foram negativos antes e se tornaram positivos apds a cirurgia, indicando
disseminagdo de células prostaticas para o sangue periférico causada pelo tratamento.
Nenhum dos pacientes submetidos a prostatectomia supra-pubica transvesical se

tornou positivo apos a cirurgia.

TABELA 4 - RESULTADOS POSITIVOS DE RT-PCR PARA PSMA DE
AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO, OBTIDAS UM DIA
ANTES (PRE-OPERATORIO), EM ATE 30 MINUTOS DEPOIS
(INTRA-OPERATORIO) E 14 DIAS APOS A CIRURGIA (POS-
OPERATORIO). OS RESULTADOS SAO APRESENTADOS EM

%
Pré-operatorio Intra- Pos-operatorio
operatério
(%) (o)
(%)
BPH TUR-Pe 15,8 [3/19] 21 [4/19] n.d.
PSP

PCa RRP 28,9 [11/38] 23,7 [9/38] 28,9 [11/38]

BPH = hiperplasia benigna da prostata; TUR-P = ressec¢do trans-uretral da prostata; PSP = prostatectomia
supra-pubica; PCa = carcinoma da prostata; RRP = prostatectomia radical retro-pubica; n.d.= ndo determinado.

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

demonstrados na figura 3. Amostras colhidas antes, durante e apos a cirurgia foram
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analisadas em 3 linhas vizinhas entre si. Nested RT-PCR para PSMA indica
claramente a disseminagdo de células prostaticas para o sangue periférico durante a
cirurgia no caso do paciente cujas amostras estdo representadas por F1, F2 e F3. O
paciente apresentava resultado negativo antes do procedimento (amostra F1). Trinta
minutos apds a retirada da prostata, um sinal bastante forte para PSMA foi detectado
no sangue periférico (amostra F2) do mesmo paciente. Quatorze dias apds a cirurgia
somente um sinal fraco (negativo) foi observado (amostra F3). Dois pacientes cujas
amostras estdo representadas pelas lestras C e D foram positivos somente 14 dias
apos a cirurgia (amostras C3 e D3), o que indica disseminagdo de células prostaticas.
Adicionalmente, a mesma figura mostra paciente (cujas amostras estdo representadas
pela letra A) que teve sinais positivos em todas as amostras e outro paciente (cujas
amostras estao representadas pela letra B) com sinal positivo somente antes da RRP
(amostra B1). O sangue de um homem sadio foi negativo (controle negativo). A linha
celular de cancer da prostata LNCaP, conhecida por expressar PSA e PSMA, atingiu

o sinal desejado em 234 bp.

Apds padronizagdo do método, 28.9% (11/38) dos pacientes com PCa foram
positivos antes da RRP (tabela 4). Dentro de 30 minutos apds a remogdo da prostata,
as amostras de sangue de 23.7% (9/38) dos pacientes se apresentaram com sinal
positivo, indicando células prostaticas no sangue periférico. Quatorze dias apos a
remocdo da prostata, 28.9% (11/38) permaneceram positivos. O sangue de 5
pacientes positivos no periodo pré-operatorio se tornou negativo dentro de 14 dias,
outros 6 pacientes se tornaram positivos apds 2 semanas (tabelas 4 e A3 de anexos).
Enquanto que 50% (19/38) dos pacientes com PCa submetidos a RRP nunca tiveram
sinais positivos, 21.1% (8/38) dos pacientes foram negativos no pré-operatorio e
apresentaram amostras positivas 30 minutos apds a remog¢do da prostata e/ou 14 dias
apos a cirurgia, ambos indicando uma disseminagdo de células. Adicionalmente, 2
dos pacientes com resultados positivos no pré-operatorio obtiveram sinal de PSMA
mais forte no intra-operatdrio, indicando maior quantidade de células prostaticas na

corrente sanguinea.
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Dos pacientes que permaneceram positivos mesmo 14 dias apds a cirurgia,
63.6% (7/11) apresentavam estadio tumoral = pT3, 72.7% (8/11) score de Gleason >
7 e 63.6% (7/11) tumores de grau G3. Seis dos onze pacientes apresentaram amostras

positivas mesmo antes da RRP.
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5 DISCUSSAO

O PSA e o PSMA sio expressos exclusivamente no tecido prostatico (WANG
et al.,, 1979; ISRAELI et al., 1994b; SHEN et al., 1995). A especificidade desses
marcadores, sobretudo do PSMA, fez surgir a idéia de usa-lo para definigdo do valor
prognostico em relagdo ao diagndstico de disseminagdo metastatica precoce em
pacientes com PCa, somando-se a outros parametros tais como PSA sérico,
positividade das bidpsias por pun¢do e grau tumoral, permitindo assim selegdo
especifica dos pacientes que possam se beneficiar da cirurgia radical (SCHMIDT et

al., 1998).

Analisando os marcadores tumorais PSA e PSMA como fator progndstico para
235 pacientes com PCa, provenientes de varios centros norte-americanos, MURPHY
et al. (1995b) concluiram que PSMA apresentou o maior valor prognéstico. Ao se

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

1994) demonstraram resultados mais favoraveis para o PSMA.

Relatos prévios demonstraram que a nested RT-PCR para PSMA foi mais
freqlientemente positiva em amostras clinicas do que a técnica similar e sensivel de
nested RT-PCR para PSA (WRIGHT et al., 1996B; FAIR et al., 1997; KAWAKAMI
e NAKAYAMA et al. 1997). Todavia, estudos de controle de qualidade recentemente
publicados detectaram PSA e transcri¢des de PSMA em niveis ainda mais elevados
em varias linhas celulares negativas de controle e de origem néo prostatica, inclusive
no sangue de voluntarios sadios (HENKE et al., 1996; GALA et al., 1998; LINTULA
and STENMAN, 1997; SMITH et al., 1995).

Os dados de literatura indicam uma necessidade premente de controlar
experimentos de PCR em relagdo a transcri¢do basal, ilegitima, quando do uso das

nested RT-PCRs ou RT-PCRs intensificadas em combinagdo com ciclos elevados de
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amplificagao. Todavia, o simples uso de meétodos menos sensiveis (ciclos de
amplificagdo menores) determinaria o risco de deixar de identificar transcrigdes
legitimas. Como resultado destas dificuldades, o beneficio de reagdes de RT-PCR
para a deteccdo de células prostaticas disseminadas com utilidade clinica ainda esta

sob discussdo. Isto fez surgir a necessidade de RT-PCRs quantitativas.

A seguir serdo apresentados alguns dos aspectos relacionados a construgéo e
uso da padronizagdo externa com a molécula PSMA MIMIC no sentido de controlar
experimentos com PSMA RT-PCR para a transcrigdo basal e detecgdo de células

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

5.1 PSMA MIMIC COMO PADRAO INTERNO

Para a construgdo da molécula controle foi realizada delegdo de 85 bp no
centro de uma molécula endégena de PSMA, amplificada a partir de uma metastase
em linfonodo. O produto da primeira fase da nested PCR, a PSMA MIMIC de 562
bp, demonstra identidade de 87% em relagdo ao PSMA enddgeno, de 647 bp. Na
segunda parte da nested PCR, a qual amplifica a seqiiéncia interna menor, a
identidade da MIMIC de 149 bp e o PSMA endogeno de 234 bp perfaz 64%. O
parametro mais importante para a eficiéncia e sucesso da reagido de PCR ¢ o conteudo
de pares de base GC. Na molécula de PSMA MIMIC, a quantidade de GC
permaneceu 1nalterada. Utilizando o par de primer externo na nested PCR, a
quantidade de GC do produto de PCR diminui de 43.7% para 43.3% na PSMA
MIMIC; e utilizando o par de primer interno na segunda reagao, reduz o conteudo de
GC de 42.2% para 40.1%. A vantagem desta estratégia de construgdo ¢ que ambos
os primers e a seqiiéncia intermediaria sdao idénticas em ambos os alvos de PCR,

atingindo aproximadamente o mesmo padrao de amplificagé@o e sucesso.
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Um ponto de inicio semelhante para RT-PCRs para PSA utilizando mensagem
de controle interno sintético com seqiiéncias de primer para PSA em ambas as
extremidades foi publicado por COREY et al. (1997). Todavia, este padrdao interno
para PSA foi construido através da introdugdo de seqiiéncia ndo relacionada de 258
bp dentro do plasmidio que continha cDNA de PSA. Refletindo a eficiéncia de PCR,

esse padrao foi usado para interpretagao semi-quantitativa dos resultados.

Em outro estudo recentemente publicado (YLIKOSKI et al., 1999), também
sobre padronizacdo de RT-PCRs para PSA, os autores descreveram o uso de um
padrdo interno de mRNA (IS mRNA), o qual contém uma delecdo de 2 pares de base
com relagdo ao mRNA alvo para PSA. Todavia, essa delec@o de 2 pares de base ndo
pode ser empregada para métodos com eletroforese em gel, habitualmente utilizados.
Assim sendo, o grupo desenvolveu um método pouco diferente para detectar PSA e o
padrao interno simultaneamente. Os produtos de PCR foram analisados em depdsitos

microtitulados recobertos com estreptavidina apods hibridizagdo especifica com

; - . : o L
amostras ligadas a Eu' e a detec¢do realizada utilizando técnicas fluorescentes

relacionadas ao tempo.

Como havia sido demonstrado previamente por COREY et al. (1997), tais
construgdes de controles competem diretamente com a mensagem enddgena de
PSMA/PSA para amplificagdo. Se uma das formas de PSMA/PSA ou construcdo de
controle ¢ presente em quantidade maior que 10 vezes do que a outra, esta forma
domina a reagdo de PCR e impede a detecgdo da outra. Todavia, PSMA MIMIC foi
adicionada em concentragdes bastante reduzidas no presente estudo e ndo influenciou
o limite de detecgdo do PSMA endodgeno. Além disso, mesmo o sinal mais elevado

de PSMA enddgeno nio influenciou a detecgdo de PSMA MIMIC (ver figura 3).
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5.2 SENSIBILIDADE DO METODO

Os experimentos com PCR foram realizados usando a detecgdo altamente
sensivel com quimioluminescéncia apds a incorporagdo de d-UTP digoxigenina
durante a reagdo de PCR e aderéncia dos produtos em membranas. Foram realizados
somente 2x18 ciclos, resguardando o limite de definigdo da amplificagdo em ambas

as reagoes nested permitindo assim uma quantificagdo do meétodo. Com estes ciclos

limitados foram obtidos uma sensibilidade de 1 LNCaP/l:JclO7 leucocitos e um limite

de detecgdo de 8 moléculas /reagdao para a PSMA MIMIC. Apenas poucos autores

relataram sobre a alta sensibilidade de 1 célula de LNCaP em 1x108 (COREY et al.,
1997, ZARGHAMI et al., 1997).

Utilizando ciclos de amplificacdo mais altos para nested RT-PCR em
combina¢do com deteccdo por quimioluminescéncia, também no presente estudo
pode ser alcangada uma sensibilidade maior. Entretanto, no presente estudo, nested
PCR foi utilizada somente para aumentar a especificidade da PCR, mas ndo a
sensibilidade. Abdicou-se intencionalmente de mais ciclos de amplificagdo no

sentido de suprimir a detecgdo da transcrigao basal.

Recentemente, GALA et al. (1998) demonstraram redugao até o zero dos
resultados falso-positivos de RT-PCR para PSMA no sangue periférico de
voluntarios sadios e diferentes linhas celulares, ao se reduzir o nimero de ciclos de
amplificagio em PCRs nested de 2x25 para 2x19. Utilizando a detecgdo
convencional com ethidium bromide os autores observaram reduc¢do do limite de
detec¢do por um fator 50. Analisando os resultados do presente estudo pode-se
concluir que somente a combinagdo de baixo numero de ciclos de amplificagio e
detec¢do por quimioluminescéncia pode determinar sensibilidade suficiente e

resultados confiaveis em métodos 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 PROSTATA

Ao se comparar os (fracos) sinais de PSMA em RT-PCR de 14 pessoas sadias
com os sinais de uma diluicdo seriada de PSMA MIMIC, foi possivel definir um
valor de corte de 560 moléculas de PSMA MIMIC/ml de sangue, no sentido de filtrar
a transcricd@o basal. Este valor de corte é proporcional aquele obtido nos resultados de
CHELLY et al. (1989), os quais descobriram nivel semelhante de transcrigdo basal
para o gene da distrofia muscular de Duchenne, do horménio anti-Muelleriano e p-
Globulina em fibroblastos e linfoblastos, ou seja, menos de uma molécula/500-1000
células. De modo interessante, as quantidades de transcri¢do ilegitima se mostraram

mais elevadas em linfoblastos.

BIRD (1995) formulou a hipdtese de que o nivel de transcrigdo ndo

programada de um gene silencioso ¢ de cerca de 1| RNAm para cada 10.000 células.

Isto significa que em 5)(106 leucdcitos (1ml de sangue) se encontram cerca de 500
transcritos ilegitimos de PSMA ou outro gene com um promotor n3o silenciado.
Devido a i1sso. o valor de corte estabelecido de 560 moléculas de PSMA MIMIC/ml
de sangue como apresentado na figura 3 parece ser adequado para filtrar a transcrig@o

basal no método de determinagdo do PSMA utilizado.

Mesmo apos padronizagdo das reagdes de PCR, células que expressam PSMA
puderam ser detectadas em 7.4% (2/27) das amostras controle. Um destes controles
pertenceu a um paciente com tumor de células germinativas do testiculo e o outro a
uma paciente com carcinoma de células renais metastatico. De acordo com o
apresentado por DUMAS et al. (1999), a expressdao de PSMA foi encontrada em uma

variedade de tecidos renais normal e neoplasico (n = 20) e linhas celulares do rim.
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Todavia, no o controle do presente estudo foi incluida a amostra de outra
2
paciente com carcinoma renal metastatico, sendo que esta ndo apresentou expressio

de PSMA.

Foi calculada a expressdao de uma célula LNCaP adicionada a 1ml de sangue
periférico, ao se comparar os sinais de PCR de quantidades conhecidas de PSMA
MIMICs externamente adicionadas a 500 moléculas de PSMA. Assim sendo, o valor
de corte de 560 moléculas/ml de sangue permite classificagdo de resultado positivo
da PCR somente se a PCR detecta mais do que uma célula prostatica/ml de sangue.
Como demonstrado na figura 3 e na tabela A1 (anexos), sinais positivos para PSMA
endogeno de amostras sangiiineas de pacientes com carcinoma da prostata variam
entre 850 e 9.900 moléculas transcritas, correspondendo a 2-20 células que
expressam PSMA/ml de sangue e 10.000 - 100.000 ce¢lulas prostaticas no sangue

total circulante.

Os dados do presente estudo confirmam os apresentados recentemente por
YLIKOSKI et al. (1999). Eles estabeleceram método quantitativo de RT-PCR para a
detecg@o de PSA e determinaram o numero de PSA transcritos por célula prostatica
de até 1300 (em média). Usando este valor, os autores detectaram entre 900 e 44.000
copias de mRNA para PSA/5ml de sangue em pacientes com cédncer de prostata
metastatico correspondendo a 1-100 células que expressam PSA em cada 5 ml de

sangue.
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54 ASSOCIACAO ENTRE PSMA E CARACTERISTICAS ANATOMO-
PATOLOGICAS DO TUMOR

Os resultados de RT-PCR padronizada com PSMA MIMIC no periodo pré-
operatorio demonstraram estar associados ao grau de diferenciagdo das células
tumorais (grafico 4). Todavia, ndao foi verificada associagdo estatisticamente
significativa entre os resultados de RT-PCR para PSMA e estadio tumoral, bem

COmoO para margens positivas.

Outros estudos (ISRAELI et al., 1994a; CAMA et al., 1995; LORIC et al.,
1995; SOKOLOFF et al., 1996; NOGUCHI et al., 1997) apresentaram resultados
semelhantes com relagdo a auséncia de associa¢do entre os resultados de RT-PCR
para PSMA e o estadio tumoral. Nesses estudos também ndo foi verificada

associagd@o dos resultados da RT-PCR para PSMA com o score de Gleason.

No sentido de melhorar a defini¢do do estadiamento patolégico no periodo pré-
operatorio, ZHANG et al. (1997) utilizaram métodos combinados de RT-PCR para
PSA e PSMA, atingindo sensibilidade de 67% e especificidade de 91% para previsio
de doenga extra-prostatica. Em outro estudo com 136 pacientes e utilizando o mesmo
principio, GRASSO et al. (1998) verificaram positividade de 37,5% para os pacientes
com doenga restrita ao orgdo, enquanto que 81,5% com doenca extra-prostatica
apresentaram resultados positivos para RT-PCR PSA/PSMA. Esta diferenga foi
estatisticamente significativa. Os autores concluiram que a RT-PCR PSA/PSMA
apresenta vantagens em relagdo ao PSA sérico, estadiamento clinico e score de

Gleason da biopsia, no sentido de previsdo da presenca de doenga extra-prostatica.

Outro estudo recentemente publicado (OKEGAWA et al., 2000), analisando
os resultados de nested RT-PCR para PSA e PSMA de linfonodos ou do sangue
periférico, verificou associagdo estatisticamente significativa em relagdo a recidiva

bioquimica da doenga apds o tratamento cirirgico de pacientes com estadio pT3NO
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(ver anexos). De acordo com os autores, esse método pode ajudar a identificar grupos

de pacientes de risco para recidiva e progressiao do carcinoma da prostata.

5.5 DISSEMINACAO DE CELULAS PROSTATICAS DURANTE CIRURGIA

Varios grupos de estudo relataram aumento do numero de células que
expressam PSA e/ou PSMA no sangue periférico de pacientes examinados e/ou
tratados por BPH e PCa através de biopsia dirigida por ultra-sonografia, TUR-P e
prostatectomia radical retropubica (RRP) (KASSABIAN et al., 1993; ESCHWEGE
et al., 1995; OEFELEIN et al., 1996; MORENO et al., 1996; PRICE et al., 1998).

Qualquer comparagao entre os resultados do presente estudo e os de outros
autores ¢ extremamente questionavel, pois sdo utilizados protocolos diversos
(primers, numero de ciclos, RT-PCR para PSA) e poucos estudos apresentam

resultados relacionados a RT-PCR para PSMA.

Utilizando RT-PCR padronizada para PSMA foram analisados os efeitos da
TUR-P e RRP na detecgdo de celulas prostaticas circulantes antes e apds o
procedimento cirirgico. Enquanto que a prostatectomia supra-pubica transvesical
para tratamento de BPH ndo influenciou a detec¢do de células que expressam a
PSMA, 2 dos 15 pacientes submetidos a ressec¢do transuretral se tornaram positivos
apos o procedimento (tabela A2 - anexos). Os sinais positivos no pré-operatorio de
outros 2 pacientes com BPH aumentaram significativamente, indicando uma
disseminagdo de células prostaticas também durante o tratamento cirurgico. Em
resumo, 26.7% dos pacientes submetidos a TUR-P apresentaram disseminac¢ido de

células prostaticas.



quais consistiram na infus@o de liquidos e transfusdo sangiiinea em quantidade mais
elevada. A adicdo de 5 a 6 litros (em média) de solugdo de Ringer lactato,
concentrado de hemacias e plasma fresco congelado determina uma diluicdo do
sangue periférico através de um fator 2 e diminui a concentracdo de células
prostaticas disseminadas por ml de sangue de modo importante. Como demonstrado
na tabela Al (anexos), o nimero de células prostaticas nas amostras sanguineas
positivas variou entre 2 e 20 células/ml de sangue. Devido a padronizagdo de RT-
PCR em relacdo a transcrigdo ilegitima, as amostras com a concentracdo de 1 célula
prostatica/ml se transformardo, como resultado de diluigdo, em amostras negativas.
Esta explicagdo pode ser responsavel pelos achados em trés pacientes, os quais foram
positivos antes da cirurgia e 14 dias apos, porém negativos no intra-operatorio, € por

outros 4 pacientes, os quais foram positivos somente no periodo pés-operatoério.

Outros supostos fatores influenciando a variabilidade dos resultados intra-
operatdrios da RT-PCR podem incluir a duragdo da cirurgia, complicagdes intra-

operatorias e a experiéncia do cirurgido.

Analisando os resultados do presente estudo pode-se concluir que a
disseminagdo de células prostaticas ocorre durante a prostatectomia radical, mas este
efeito pode ser mascarado pelo volume de solugdes liquidas infundidas durante a
cirurgia. A importancia da disseminagao de células durante a cirurgia deve ser
determinada pela evolugdo dos pacientes e com os resultados positivos da RT-PCR
para PSMA 14 dias apos a cirurgia. Com relagao a este aspecto, no entanto, a unica
associagao significativa foi para o grau de diferenciagdo celular, na qual tumores
pouco diferenciados apresentaram, mais freqiientemente que tumores Gl e G2,

resultados positivos de RT-PCR para PSMA.

Estudos futuros devem investigar o significado clinico dos resultados obtidos
mediante RT-PCR para PSMA em relagdo a evolugdo dos pacientes, em termos de

recidiva bioquimica e comportamento clinico da doenga. Amostra com maior numero
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de pacientes e longo periodo de seguimento (acima de 10 anos) serdo

imprescindiveis.

Outros estudos com PSMA se encontram em desenvolvimento. Recentemente,
GONG et al. (2000) publicaram revisao sobre as possiveis utilidades do PSMA.
PSMA ¢ alvo potencial para anticorpos no sentido de estabelecer exames de imagem
e tratamento (MURPHY et al., 1998), assim como para terapia genética em pacientes
com PCa devido apresentar expressdao elevada, sobretudo naqueles submetidos a

deprivagdo androgénica.

Devido a expressdo restrita de PSMA pelas células prostaticas e sua natural
associacdo 4 membrana, o anticorpo 7E11.C5 marcado com '''In (CYT 356) tem sido
empregado para estudos de imagem in vivo no sentido de detectar lesdes metastaticas
ocultas do PCa utilizando o scan Prostascint'™ [Cytogen, Princeton, NJ] (WYNANT
et al., 1991; ABDEL-NABI et al., 1992; MAGUIRE et al., 1993; BABAIAN et al.,
1994; SANFORD et al., 1994; MURPHY et al., 1995C; KAHN et al., 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 o tratamento do PCa (MURPHY et al., 1996b; TJOA et al., 1997).

Além disso, PSMA esta relacionado ao desenvolvimento de novo receptor
hibrido para célula T, o qual combina a especificidade de anticorpos anti-PSMA com
a do receptor celular ativado quando introduzido em linfécitos por meio de
transferéncia genética mediada por retrovirus. Descobertas recentes sobre a expressdo
de gene PSMA-/ike permitirdo melhorar a utilizagdo do PSMA como alvo (GONG et
al., 2000).
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6 CONCLUSOES

1 PSMA MIMIC apresenta a mesma seqiiéncia que o PSMA endégeno com
exce¢do de uma delegdo central de 85bp, o que permite a amplificagcdo de
ambos os alvos simultaneamente. No sentido de eliminar a transcrigdo ilegitima
de PSMA se define o valor de corte de 560 moléculas/ml de sangue. Controles
internos e externos (PSMA MIMIC) definindo um valor de referéncia, assim
como controles positivos e amostras controle negativas sao pré-requisitos deste
método e devem ser incluidos em cada determinagdo. A avaliacdo de células
circulantes no sangue periférico de pacientes com PCa localizado com o uso de
RT-PCR para PSMA padronizada com PSMA MIMIC confere confiabilidade a

esta técnica de biologia molecular como método diagndstico.

2  Sem a padroniza¢do do método com a molécula PSMA MIMIC, 42% dos
pacientes com PCa localizado apresentam, no periodo pré-operatorio, RT-PCR
positiva para PSMA e a taxa de falso-positivos no grupo controle é de 33%
(especificidade de 67%). Com o método padronizado utilizando PSMA MIMIC,
os resultados positivos para pacientes com PCa localizado representam cerca de

25% e a especificidade aumenta para 93%.

3 No periodo intra-operatorio verifica-se pequena reducao dos resultados positivos
para PSMA em pacientes com PCa, atribuivel a diluicdo do volume sangiiineo
circulante pela infusdo de liquidos e transfusdo sangiiinea. Quatorze dias apods a
prostatectomia radical, o indice de positividade atinge o mesmo nivel verificado

no periodo pré-operatorio.

4  Os resultados de RT-PCR para PSMA no periodo pré-operatério demonstram
estar associados ao grau de diferenciagdo das células tumorais (p= 0,044). Ha
tendéncia de associagio entre os resultados de RT-PCR para PSMA e o estadio

tumoral (T), porém nao significativa. Ndo ha associa¢do entre a presenca de
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células prostaticas no sangue periférico e doenga nos linfonodos, assim como
em relacdo as margens positivas. A maioria dos pacientes que permaneceram
positivos 14 dias apds a cirurgia apresenta doenga extracapsular (= pT3) e

tumores pouco diferenciados.
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CLASSIFICACAO TNM 1998 E GLEASON

Para uma melhor compreensdo a respeito dos tumores da prostata e sua
classificag@o alguns aspectos de interesse sdo apresentados.

Durante um encontro de consenso os patologistas participantes definiram os
seguintes tipos de neoplasia maligna possiveis de detec¢do na prostata (DENIS et al.,
1995):

e adenocarcinoma acinar,

e adenocarcinoma ductal,

e adenocarcinoma mucinoso,

e carcinoma de células transicionais,

e carcinoma de células escamosas,

e tumor neuroendocrino,

e carcinoma anaplastico de pequenas células,
e carcinoma indiferenciado.

O estadiamento ¢ valido somente para adenocarcinomas. O diagnodstico
histoldgico € necessario (HERMANEK e SOBIN, 1992).

Classificacio clinica TNM dos tumores de acordo com a “Unido Internacional
Contra o Cancer” (AMIN e REUTER, 2000):

T — tumor primario.

TX O tumor primario néo pode ser avaliado.

TO  Auséncia de tumor primario.

T1  Tumor clinicamente n3o detectavel, ndo palpavel e nao visivel aos métodos de
imagem.

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

Tlb Tumor incidental em mais do que 5% do tecido ressecado ou
enucleado.

Tlc Tumor diagnosticado através de bidpsia da prostata com agulha,

indicada devido a valores elevados de PSA. Um tumor diagnosticado
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através de bidpsia por agulha em ambos os lobos porém impalpavel ou
invisivel aos métodos de imagem também ¢ classificado como Tlc.
Tumor confinado a prdstata.
T2a Tumor acomete um lobo prostatico.
T2b  Tumor acomete os dois lobos da prostata.
Tumor se extende atraves da capsula prostatica, no tecido extracapsular.
Invasdo do apice prostatico ou na capsula prostatica (mas nao além desta em
tecido periprostatico) € classificado como T2.
T3a Extensdo extra-capsular uni ou bilateral.
T3b Tumor infiltra vesicula(s) seminal(is).
Tumor fixo ou infiltra outras estruturas vizinhas que néo a vesicula seminal.
T4a Tumor infiltra colo vesical, e/ou esfincter externo e/ou reto.

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

N - linfonodos regionais. Linfonodos regionais s@o aqueles da pequena bacia,

referentes sobretudo abaixo da bifuca¢do das artérias iliacas comuns. A lateralidade

nao influencia a classificagao N (linfonodos).

NX
NO

N3

Sem informagdes a respeito dos linfonodos regionais.

Auséncia de metastases em linfonodos regionais.

Metastase em linfonodo unico de 2cm ou menos no maior didmetro.
Metastases em linfonodo unico de mais de 2 cm, porém menor ou igual a Scm
no maior didmetro, ou em multiplos linfonodos, nenhum deles com mais do
que 5cm no maior eixo.

Metastase(s) em linfonodo(s) com mais do que Scm no maior eixo.

M — Metastases a distancia.

MX
MO
M1

A presenca de metastases a distdncia nao pode ser avaliada.
Auséncia de metastases a distancia.

Metastases a distancia.

Mla Linfonodo(s) ndo regional(is).

MI1b Ossos

Mlc Outras localizagdes.
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Obs.: Quando metastases em mais do que uma localizagdo se faz presente, deve-se
utilizar a maior classificagao.

pTNM: C(lassificacdo patologica. As classificagdes pT, pN e pM
correspondem as classificagdes T, N e M, respectivamente.

G: Gradagao histopatologica.

GX A diferenciagdo histopatoldgica ndo pode ser avaliada.
Gl  Bem diferenciado (anaplasia leve).

G2  Moderadamente difernciado (anaplasia moderada).
G3-4 Pouco ou indiferenciado (anaplasia acentuada).

A classificagc@o de Gleason e seu score ou soma também foram utilizados.

O soma de Gleason ¢ calculada através da seguinte equagao:

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

O grau primario ¢ o padrido histolégico mais prevalente e o secundario o
seguinte, mais comum. Se o padrdo mais alto ndo ¢ o mais predominante, ou o
seguinte, isto deve ser mencionado pelo patologista.

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

2 —4 Tumor bem diferenciado.
5—6 Tumor moderadamente diferenciado.
7 Tumor moderadamente / pouco diferenciado.

& — 10 Tumor pouco diferenciado.
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TABELA Al - NUMERO DE TRANSCRITOS DE PSMA ENDOGENO E
CELULAS PROSTATICAS 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 Comparagao com o

comparada a comparada a numero de células da
quantidade de quantidade de prostata / ml sangue
MIMIC / reagéo MIMIC / ml de
sangue
A1 270 6750 13.5
A2 190 4750 9.4
A3 220 5500 1
B1 240 6000 12.1
B2 100 2500 5
B3 0 0 0
C1 0 0 0
C2 0 0 0
C3 34 850 1.7
D1 0.2 230 0.5
D2 0 0 0
D3 270 6750 135
E1 30 750 1.5
E2 0 0 0
E3 0 0 0
F1 23 575 T
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-
OPERATORIO)

Nr. do paciente Pré-operatorio Intra-operatorio

1 ; ;

Nl IR - NV T S VS I =
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TABELA A3 — RESULTADOS DE RT-PCR PARA PSMA DE PACIENTES

SUBMETIDOS A RRP POR PCA. AS AMOSTRAS DE
SANGUE PERIFERICO FORAM OBTIDAS UM DIA ANTES
(PRE-OPERATORIO), EM ATE 30 MINUTOS (INTRA-
OPERATORIO) E 14 DIAS APOS A CIRURGIA (POS-
OPERATORIO)

PCa/

RRP (Nr.) ' Gleason

PT | pN | R | Score de | Grau | Pré | Intra | Pos
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PCa = carcinoma da prostata; RRP = prostatectomia radical retro-pubica; pT =
estadiamento patologico do tumor [TNM 1998 (ver anexos)]; pN = estadiamento
relacionado ao linfonododo (TNM 1998); R = situagdo da margem cirurgica da pega
de prostatectomia radical; Pre, Intra e Pos = referente ao tempo de cirurgia.



