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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacéao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIA(;[\O DE MARCADORES INFLAMATQRIOS E
ANTIGENOS ABO EM PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE

CANCER DE PROSTATA
AUTORA: ALINE KLEIN MASTELLA
ORIENTADOR: MARIA BEATRIZ MORETTO
Santa Maria, 20 de junho de 2008.

O cancer de prostata (CaP) € uma doenca que acomete homens e tornou-se a
primeira causa de morte por cancer no Brasil. A carcinogénese vem sendo
relacionada a presenca de processo inflamatério local e também a perda de
antigenos eritrocitarios nas células neoplasicas. O objetivo do trabalho foi avaliar o
envolvimento do processo inflamatério e a expressdao dos antigenos A e B em
pacientes com CaP. Foi realizada dosagem sorolégica do antigeno prostatico
especifico (PSA), da proteina C reativa (PCR) e da albumina modificada pela
isquemia (IMA) em pacientes saudaveis e em pacientes com alteragées neoplasica
ou hiperplasica prostatica. Os valores de PSA mostraram-se crescentes na
comparacao dos pacientes saudaveis (1,13 ng/ml), com HBP (18, 69 ng/ml) e com
CaP (134, 68 ng/ml). A IMA apresentou valores em unidade de absorbancia acima
de 0,400 apenas nos pacientes com HBP, sendo que os grupos sanguineos O e AB
apresentaram as maiores médias. Os valores médios da PCR nao ultrapassaram o
valor de referéncia de 5 mg/l nos grupos estudados. Nao houve diferenca
significativa na avaliacao de cada variavel (PSA, PCR e IMA) em relacao a tipagem
sanguinea ABO dos pacientes. O processo neoplasico prostatico mostrou anular a
expressao dos antigenos A e B nas células afetadas. A caracteristica inflamatéria
mostrou-se branda nas alteracdes prostaticas estudadas, nao ultrapassando o valor
de referéncia. A IMA atuou como um marcador de estresse oxidativo, sendo que os
pacientes com HBP mostraram valor médio acima de 0,400 UABS. Tal diagndstico
prostatico é Gtil ser considerado quando a IMA esta sendo usada como marcador de
isquemia cardiaca. O grupo sanguineo ABO dos pacientes nao mostrou diferenca
significativa nas determinagbes de PSA, PCR e IMA.

Palavras chave: cancer de prostata, grupo sanguineo, inflamagao, carcinogénese.
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Prostate cancer (PC) is a disease in men and became the first cause of death by
cancer in Brazil. The carcinogenesis is related to the presence of local inflammatory
process and to the loss of blood group in neoplasic cells. The aim of the study was to
assess the involvement of inflammatory process and the expression of A and B
antigens in prostate cancer. Serological measure of prostatic specific antigen (PSA),
reactive C protein (CRP) and ischemia modified aloumin (IMA) was made in healthy,
hyperplasic (BPH) and neoplasic prostate volunteers. PSA values increased when
comparing healthy (1,13 ng/ml), BPH (18,69 ng/ml) and PC (134,68 ng/ml) patients.
IMA showed to be over 0,400 ABSU just in BPH patients. Medium CRP
concentrations did not exceed normal values (5 mg/l) in the studied groups. There
was not a meaningful difference in the evaluation of PSA, CRP and IMA in relation to
the ABO blood group of the patients. The carcinogenesis of prostate seemed to
abolish the expression of A and B antigens in neoplasic cells. Inflammatory feature
showed to be mild in the prostatic alterations and did not reach reference values. IMA
acted as a marker of oxidative stress and patients with BPH demonstrated
concentration above 0,400 ABSU. The diagnosis of BPH must be considered when
IMA is being used as a marker of myocardial ischemia. The ABO blood group of the
volunteers did not show difference in the analysis of PSA, CRP and IMA.

Keywords: prostate cancer, blood group, inflammation, carcinogenesis.
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1 INTRODUCAO

O cancer de préstata (CaP) é uma neoplasia que acomete os homens,
sendo a primeira causa de morte por cancer no Brasil e o Rio Grande do Sul esta
dentre os estados com maior incidéncia da doenca. A chance de ocorrer a doenca
aumenta com a idade do paciente e com outros fatores intrinsecos e ambientais. O
diagnéstico do CaP vem aumentando principalmente pelo incremento na
investigacdo através dos métodos diagnosticos. Dentre eles, é utilizada na triagem
dos pacientes a dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA), o qual se
encontra elevado nas alteracbes prostaticas, ndo exclusivamente nas doencas
malignas (WHITTEMORE, 1995; BRASIL, 2007; CANCER DE PROSTATA, 2008).

A carcinogénese vem sendo relacionada com o processo inflamatério por
muitos autores e estudos tém demonstrado que a inflamacéao € um fator de risco
para o desenvolvimento neoplasico em diferentes érgaos. (COUSSENS et al, 2002;
PALAPATTU et al, 2004; SCHOTTENFELD & BEEBE-DIMMER, 2006;DE MARZO et
al, 2007b). A inflamacdo tecidual provoca aumento da proliferagdo celular e um
ambiente rico em células inflamatdrias, citocinas inflamatérias, fatores de
crescimento e agentes promotores de dano tecidual que potencializam o risco de
cancer (COUSSENS et al, 2002). Além disso, o processo inflamatério promove a
formacao excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que causam dano
ao DNA e outras estruturas celulares (DEMARZO et al, 1999; BALKWILL et al, 2001;
SCHOTTENFELD et al, 2006). Uma forma de avaliar a inflamacéo é a determinacao
da proteina C reativa (PCR) no soro do paciente, pois esta € uma proteina que serve
como marcador do processo inflamatério e é produzida pelos hepatocitos. (LATIF, et
al, 2002; PEPYS et al, 2003; BLACK et al, 2004; HELTZSOUER et al, 2006).

As espécies reativas de nitrogénio e oxigénio geradas pela inflamacao
acabam por lesar o DNA aumentando o risco da instalacdo da neoplasia (DE
MARZO et al, 2003). Os metabdlitos gerados no estresse oxidativo alteram a
conformacédo da albumina sérica, a qual perde a capacidade de ligacao com alguns
metais, como o cobre. Essa albumina modificada foi reconhecida em pacientes com
sindrome coronariana aguda na qual ha um processo de isquemia, desta forma a
proteina passou a ser chamada de albumina modificada pela isquemia (IMA) (BAR-
OR et al, 2000; SINHA et al, 2004).
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Dentre os estudos com céancer, muitos deles avaliam a ligacdo entre
tipagem sanguinea ABO e neoplasia (ROOTS et al, 1988; RAVN, 2000; SU et al,
2001; LE PENDU, 2001; JESCH et al, 2007) e também a expressao dos antigenos
de grupo sanguineo nas células neoplasicas. (HAKOMORI, 1999; LE PENDU, 2001;
YAMAMOTO, 2004). Estes estudos sugerem que a perda da expressdo de tais
antigenos ocorra com a evoluc¢ao da doencga, e a perda da expressao dos antigenos
A e B aumentam a motilidade celular, facilitando a ocorréncia de metastases.
Algumas hipo6teses foram levantadas pra explicar como ocorre a perda dos
antigenos, a qual é considerada caracteristica de pior prognostico (LE PENDU,
2001; GAO et al, 2004; YAMAMOTO, 2004).



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Verificar se 0 adenocarcinoma prostatico esta relacionado a alteracdo na
expressao dos antigenos ABO células neoplasicas, a inflamacéao e a hipdxia.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a expressao dos antigenos do grupo sanguineo ABO nas células
neoplasicas e hiperplasicas prostaticas através da técnica imunohistoquimica para a
deteccéo dos antigenos A e B no tecido prostatico.

Avaliar a presenca da inflamagédo tecidual através da determinagdo da
proteina C reativa no soro dos pacientes.

Verificar a presenga da albumina modificada pela isquemia no soro de
pacientes apresentando alteragcao prostatica benigna ou maligna.

Verificar a tipagem sanguinea destes pacientes.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Prostata

A prostata é composta por glandulas tubo alveolares ramificadas que
eventualmente entram a uretra prostatica. Sao organizadas em I6bulos e
circundadas por estroma rico em fibras nervosas, células de musculo liso, colageno
e vasos linfaticos. Esta localizada na pelve, na sua regido posterior possui o reto, a
bexiga na parte superior e o complexo de veias dorsais na regiao anterior (DE VITA
et al, 1997).

A préstata é constituida por cinco zonas. A zona de transicao circula a
uretra prostatica e ocupa 5% do tecido glandular. A zona central ocupa de 15 a 20%
da glandula e se localiza ao redor do duto ejaculatério. A zona periférica é a porcao
palpavel da glandula durante o exame do toque retal, circula a zona central e é
responsavel por 70% do tecido. A zona periuretral estd adjacente a uretra e é
circundada pelo esfincter proximal. O estroma fibromuscular também faz parte da
préstata, ocupando a superficie anterior da glandula (DE VITA et al, 1997).

A maioria dos casos de neoplasia prostatica ocorre na zona periférica da
glandula; poucos ocorrem na zona de transicdo e quase nenhum caso na zona
central (DE MARZO et al, 2007b).

Prostate zones

a Central zone
b Fibromuscular zone
€ Transitional zone

d Peripheral zone

Ejaculatory duct— e Periurethral gland region

Figura 1 — Glandula prostatica e respectivas zonas
Fonte: De Marzo et al, 2007.
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A unidade funcional da prostata sdo os acinos glandulares, constituidos
por elementos do epitélio e do estroma. Os componentes epiteliais incluem as
células epiteliais secretoras, células epiteliais basais, células neuroenddcrinas,
macréfagos e linfécitos. As células epiteliais secretoras estdo em maior quantidade e
contém receptores de androgénio na sua superficie, necessitando deste hormdnio
para o seu crescimento, por isso sdo denominadas androgénio dependentes. Estas
células também sintetizam e secretam antigeno prostatico especifico (PSA) e
fosfatase acida prostatica especifica (PAP), os quais passam a fazer parte do fluido
prostatico do sémen. Quando os androgénios sao retirados, essas células sofrem o
processo de apoptose. As demais células ndo possuem receptores de androgénio
na sua superficie e ndo involuem na falta do horménio. As células neuroendécrinas
secretam serotonina e uma variedade de amina bioativas. As ultimas provavelmente
estdo envolvidas com a regulacédo do crescimento e funcionamento da glandula por
estimulacao paracrina (DE VITA et al, 1997).

Os compartimentos epitelial e estromal sdo separados por uma membrana
basal que contém proteina de matriz extracelular (DE VITA et al, 1997).

Na prostata do individuo adulto, as taxas de crescimento e morte celular
estdo equilibradas pela acdo de androgénios, dentre eles o principal é a
testosterona. No estroma, a testosterona é convertida a alfa-diidroxitestosterona
(DHT) pela enzima 5alfa-redutase. A DHT forma um complexo com o receptor de
androgénio, o qual interage com sequéncias especificas do DNA conhecidas como
elementos de resposta do androgénio presentes em genes androgénio-regulados. E
a expressdao dos genes androgénio-responsivos que regula o balango entre
proliferacao celular, morte celular e diferenciacao fenotipica de uma célula epitelial
prostatica (DE VITA et al, 1997).

Em contraste com as células epiteliais, os fibroblastos do estroma e
células musculares lisas ndo sofrem apoptose e ndo sdao androgénio dependentes
per se. Entretanto, a conversdo da testosterona em DHT parece ocorrer nos
fibroblastos do estroma, o que resulta na producdo e secrecdo de fatores de
crescimento tréficos como o DHT, fator de crescimento de queratindcito, fator de
crescimento de nervo e fator de crescimento epidérmico. Esses fatores de
crescimento influenciam as células estromais e se difundem pela membrana basal

para se ligar a receptores de membrana especificos nas células epiteliais secretoras
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e basais. As interacbes paracrinas estroma-epitélio sdo essenciais para a
manutenc¢ao do numero normal e fungao das células (DE VITA et al, 1997).

3.1.1 Carcinogénese

A patogénese do cancer prostatico reflete fatores hereditarios e a
exposicao a agentes infecciosos ou ambientais (DE MARZO et al, 2007b).

A carcinogénese se deve a soma de diversas lesdes genéticas através da
inativacdo de genes supressores tumorais ou ativagdo de oncogenes que podem
resultar em proliferacdo celular descontrolada, decréscimo na morte celular ou
apoptose, invasdao, metastase e bloqueio da diferenciacao celular (DE VITA et al,
1997); além da exposicdo a agentes infecciosos ou ambientais (DE MARZO et al,
2007b). Na préstata a expressao do fenoétipo maligno representa o balango entre a
expressao da conversao do oncogene e a expressao do gene supressor tumoral que
inibe o processo. Tecidos adultos sdo normalmente auto-regenerdveis, mas ndo é
observado crescimento porque a taxa de proliferacao celular esta em equilibrio com
a taxa de morte celular (DE VITA et al, 1997).

O entendimento das alteracbes genéticas moleculares associadas com a
progressdao do estado pré-maligno ao maligno é essencial para interromper o
processo (DE VITA et al, 1997).

As alteracbes durante a carcinogénese prostatica incluem a perda da
formagao glandular com o desenvolvimento de morfologia anaplastica, pleomorfismo
nuclear, invasdo da membrana basal, aumento da motilidade celular, perda da
inibicao de contato e angiogénese (DE VITA et al, 1997).

O crescimento neoplasico é resultado de fatores genéticos, hormonais,
ambientais e infecciosos que modulam a expressao de genes especificos. As células
tumorais possuem alteracdes genéticas inerentes que resultam na sua proliferacao
clonal. As alteracdes genéticas que levam a carcinogénese se devem principalmente
a perda de material genético, ocorrendo perda de genes responsaveis pela funcao
supressora para o desenvolvimento do fen6tipo maligno (DE VITA et al, 1997).

O fato de que alteracdes histoldgicas sao visualizadas ja em homens de
20 a 30 anos de idade e que o diagnéstico do CaP é feito 3 ou 4 décadas mais tarde
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indica que o desenvolvimento da doenca envolve um processo que possui varias
etapas e requer a presenca de androgénios. Homens que séo castrados ou que se
tornam hipopituitarios antes dos 40 anos de idade raramente desenvolvem CaP,
mostrando o envolvimento androgénico na patologia da doenga (DE VITA et al,
1997).

O desenvolvimento clonal das células parcialmente transformadas
resultam em lesbes pré-malignas identificaveis morfologicamente, denominadas
hiperplasia atipica adenomatosa ou neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN). A PIN
envolve a proliferagédo celular dentro de ductos e acinos prostaticos preexistentes e €
subdividida em alto e baixo grau (DE VITA et al, 1997).

Nem todas as lesdes de PIN levam ao desenvolvimento do CaP durante a
vida do hospedeiro, porém estudos de autdpsia revelaram que a PIN precede o
desenvolvimento do carcinoma por 10 anos ou mais. O potencial biolégico de tais
lesbes ainda ndo € conhecido, nem é possivel predizer com precisdao em um
paciente se as lesbes produzirdo cancer baseando-se apenas na histologia (DE
VITA et al, 1997).

A PIN é identificada como uma redugdo no volume das glandulas pré-
existentes e pode ser dividida em 2 padrdes principais, denominados difuso e focal.
A atrofia prostatica difusa resulta de um decréscimo na concentragdo de
androgénios circulantes e envolve o 6rgao por completo de maneira relativamente
uniforme. A atrofia focal ndo esta relacionada com o decréscimo de androgénios e
ocorre como pedacgos de epitélio atrofico inserido em um epitélio normal ao seu
redor. A atrofia prostatica focal ocorre principalmente na zona periférica da glandula,
local que também ocorre a maioria dos casos de CaP. A associacao entre a atrofia
prostatica e o CaP nao esta totalmente definida, porém foi observado que algumas
lesbes de atrofia prostatica tém carater proliferativo como resposta a perda celular e
que as lesdes estao relacionadas a infiltrados inflamatérios (DE MARZO et al, 1999;
DE MARZO et al, 2003) Desta forma, essas lesdes sao classificadas como atrofia
proliferativa inflamatéria (PIA) (DE MARZO et al, 1999; DE MARZO et al, 2003; DE
MARZO et al, 2007a; DE MARZO et al, 2007b)

Um estudo realizado por Bilis & Magna nao encontrou diferenca
significativa entre atrofia prostatica com inflamacdo e atrofia prostatica sem
infamacao em relacdo a presenca de CaP ou PIN de alto grau, contrariando os
autores citados anteriormente (BILLIS & MAGNA, 2003).
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Na maioria dos casos, a causa da inflamacédo prostatica ndo é clara.
Muitas sao as fontes possiveis para iniciar o evento, como infeccao direta, refluxo
urinario causado por trauma quimico ou fisico, fatores dietéticos, alteracdes
hormonais ou a combinagao desses fatores. Além disso, qualquer um desses fatores
pode levar a quebra da tolerancia imunoldgica e ao desenvolvimento de uma reacao
auto-imune no tecido prostatico (SCHOTTENFELD & BEEBE-DIMMER, 2006; DE
MARZO et al, 2007b).

Dentre os agentes infecciosos, 0s mais comuns na causa da inflamagao
prostatica sdo os microorganismos sexualmente transmissiveis como Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis e Treponema pallidum.
Ha agentes ndao sexualmente transmissiveis capazes de causar prostatite, como o
Propionibacteruim acnes e bactérias gram negativas como Escherichia coli
(PALAPATTU et al, 2004; DE MARZO et al, 2007b).

Além das bactérias, alguns virus sdo conhecidos por infectarem o tecido
prostatico, como o papilomavirus humano (HPV), o herpes simples tipo 2 (HSV2), o
citomegalovirus (CMV) e o herpes virus tipo 8 (HHV8). A freqiiéncia que estes
agentes infectam a préstata e a capacidade de gerar uma resposta inflamatéria
ainda nao é conhecida (DE MARZO, et al, 2007b).

De acordo com a ligacdo entre inflamacdo e carcinogénese, alguns
estudos indicam que o uso de agentes antiinflamatérios reduz o risco do
desenvolvimento do CaP (SCHOTTENFELD & BEEBE-DIMMER, 2006; DE MARZO
et al, 2007b), principalmente porque a enzima cicloxigenase 2 (COX-2) esta com
maior expressdao em macrdfagos e células epiteliais nas lesbes de atrofia
proliferativa inflamatéria. A COX-2 atua na conversdao de &cidos graxos em
prostendides proinflamatérios, como a prostagandina E2 (SCHOTTENFELD &
BEEBE-DIMMER, 2006).

A irritacdo quimica devido ao refluxo urinario também pode ser causa de
desenvolvimento de inflamacdo crénica na prostata. A urina possui muitas
substancias toxicas, e dentre elas o acido drico é bastante nocivo ao epitélio
prostatico (DE MARZO, et al, 2007b).

Fatores dietéticos também estdo correlacionados ao CaP, principalmente
em relagdo ao consumo de carne vermelha e gordura de origem animal. Um

mecanismo proposto pelo qual produtos de origem animal podem estimular a
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carcinogénese pode estar relacionado a formacao de aminas heterociclicas (DE
MARZO, et al, 2007b).

Outra hipbtese para a causa de inflamacéao prostatica e conseqiente CaP
€ a exposicao do tecido a estrogénios. Os estrogénios possuem uma ligacao forte
com processos autoimunes em mulheres, as quais estdo muito mais predispostas a
doengas autoimunes que homens. O aumento dos niveis de estrogénio ja foi
correlacionado com o desenvolvimento do CaP. O horménio afeta o crescimento e o
desenvolvimento prostatico e isso ocorre pela interferéncia em rotas indiretas do
eixo hipotalamico-pituitario-gonadal através da prolactina e por efeitos diretos
mediados pelo receptor alfa de estrogénio. Além disso, € possivel que a inflamacgéo
cronica na glandula seja devido a uma reacao autoimune causada por estrogénios
(DE MARZO, et al, 2007b).

O cancer de prostata tornou-se o tipo mais freqlentemente diagnosticado
entre os homens e a segunda causa de morte relacionada ao cancer na América do
Norte (LI et al, 2005) sendo considerado um problema de saude publica, conforme
Frankel (2003). No Brasil, de acordo com o texto “Céncer de Préstata” do site do
INCA (Instituto Nacional de Céancer), o cancer de prostata passou a ser a primeira
causa de O6bito por cancer em homens e, para 2008, estimou-se a ocorréncia de
49.530 casos novos (52,43 para cada 100 mil) para esta doenca. O Rio Grande do
Sul esta entre os estados com maior incidéncia de CaP, com estimativa de 4.430
casos novos para 2008, ou 80,63 para 100 mil homens (BRASIL, 2007).
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Figura 2 — Causas de inflamacao prostatica. a. Agentes infecciosos;
b. Alteragdes hormonais (estrogénio); c. Trauma fisico; d. Refluxo urinario; e. Habitos dietéticos.
Fonte: De Marzo et al, 2007.

Ultimamente observa-se um aumento nas taxas de incidéncia dessa
neoplasia, a qual pode ser parcialmente justificada pela evolugdo dos métodos
diagndsticos, pela melhoria na qualidade dos sistemas de informacédo do pais e pelo
aumento na expectativa de vida do brasileiro, pois a doenga atinge homens acima
de 50 anos de idade (CANCER DE PROSTATA, 2008).
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3.2 Hiperplasia Benigna Prostatica

A hiperplasia benigna prostatica (HBP) é caracterizada pela progressiva
hiperplasia dos tecidos estromal e glandular prostaticos que circundam a uretra com
crescimento nodular localizado que leva ao aumento do volume da glandula. Os
nédulos periuretrais na HBP comprimem a uretra e podem causar obstrucao
urodindmica, levando aos sintomas do trato urinario baixo (lower urinary tract
symptoms — LUTS), os quais incluem nocturia, esvaziamento incompleto da bexiga,
hesitagdo urinaria e fluxo fraco, podendo chegar a retencédo urinaria aguda
(UNTERGASSER et al, 2005; WEI et al, 2005; NICKEL, 2007) e alteracées que
requerem intervencao cirargica, como hipertrofia da bexiga, infeccdo do trato
urinario, alteracdes do trato urinario superior e retencao urinaria (UNTERGASSER et
al, 2005).

A etiologia da BPH ainda nao esta totalmente esclarecida, mas esta
relacionada a idade e a presenca de androgénios (UNTERGASSER et al, 2005).
Cerca de 42% dos homens de 51 a 60 anos de idade apresentam histologia para
BPH. A incidéncia aumenta para 70% em homens de 61 a 70 anos e chega a 90%
entre 81 e 90 anos (NICKEL, 2007).

Um estudo avaliou alguns fatores que poderiam estar relacionados com o
aumento do volume prostatico, o qual € uma medida objetiva da HBP. Os pacientes
voluntarios foram avaliados quanto ao volume prostatico, peso, altura,
circunferéncias da cintura e do quadril, exame do toque retal, dosagem do PSA e da
glicose e responderam a um questionario para investigar quanto aos sintomas do
trato urinario inferior. Ao final da pesquisa, os resultados sugeriram que obesidade,
glicose de jejum elevada e diabetes atuam como fatores de risco para HBP
(PARSONS et al, 2006).

De acordo com Crawford et al (2006), o volume total prostatico aumentado,
valores de PSA acima de 1,6 ng/dl, taxa de fluxo urindrio maxima abaixo de 10,6
ml/s, volume residual urinario maior que 39 ml apds esvaziamento e idade acima de
62 anos sao fatores que aumentam o risco de progressao clinica da HBP
(CRAWFORD et al, 2006)
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A inflamagéo pode ser demonstrada histologicamente em tecido prostatico
com HBP e pode atuar no desenvolvimento da HBP (MISHRA, 2007; NICKEL, 2007;
WANG et al, 2008). A inflamacao assintomética da prostata € encontrada em BPH
numa freqiéncia de 43 a 98% (MISHRA, 2007). Infiltrados inflamatérios crénicos
com presenca de linfocitos T ativados e macrofagos sao associados frequentemente
em nddulos de HBP. Tais células sdo responsaveis pela producdo de citocinas
capazes de dar suporte ao crescimento fibromuscular da hiperplasia. As citocinas,
por sua vez, aumentam a migragao de linfécitos T para a area e sao capazes de
promover a proliferacdo de células epiteliais e estromais, contribuindo para o
crescimento tecidual observado na HBP (NICKEL, 2007).
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Figura 3 — Inflamacao, citocinas inflamatorias e estresse oxidativo na hiperplasia prostatica
Fonte: Untergasser et al, 2005.

Um estudo realizado por Delongchamps e colaboradores avaliou a presenca
de inflamacgéao no tecido prostatico e sua relacdo com CaP e HBP. Foi demonstrado
que das glandulas com somente HBP, 79% apresentaram inflamagcdo crénica
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enquanto que nas glandulas em que a alteracéo era a neoplasia, 41% apresentaram
a inflamagéo crénica. A analise estatistica dos dados do estudo mostrou que a
inflamacao crbnica esta associada com a HBP, mas em casos de CaP a associagao
nao foi significativa (DELONGCHAMPS et al, 2008).

Sauver et al (2008) realizaram um estudo para avaliar se o diagnéstico da
prostatite esta relacionado a eventos de BPH. A prostatite € uma condicao
diagnosticada principalmente em homens abaixo de 50 anos de idade com
sintomatologia de dor pélvica. Cerca de 5 a 10% dos casos relacionam-se com
infeccdo bacteriana e o restante dos casos (90-95%) com prostatite ndo bacteriana
ou sindrome de dor pélvica crénica. Os resultados demonstraram um risco
aumentado de pacientes com diagnostico de prostatite desenvolverem BPH
(SAUVER et al, 2008).

Devido a relacao entre a presenca de inflamacéao no tecido prostatico e a
HBP, é possivel que farmacos antiinflamatérios auxiliem no tratamento da doenga
(NICKEL, 2007; WANG et al, 2008).

De acordo com o exposto, se a inflamacdo esta relacionada com o
desenvolvimento hiperplasico prostatico, a utilizacdo de um biomarcador seria de
grande valor para avaliar o paciente. Um estudo utilizou a determinagédo de
malondialdeido no soro, pois este relaciona-se com inflamacgao e estresse oxidativo.
Comparando o grupo de voluntarios sadios com o grupo com HBP, observou-se que
0 segundo apresentou aumento dos niveis do marcador e correlagdo positiva com o
PSA (MERENDINO R.A, 2003 apud NICKEL, 2007). Outro estudo utilizou a proteina
C reativa para avaliar a inflamacao em pacientes com HBP e mostrou que homens
com niveis de PCR acima de 3 mg/l tiveram 1,47 vezes mais chance de apresentar
trés ou mais sintomas relacionados a HBP que aqueles com concentracdes
inferiores (RHORMANN, S., 2005 apud NICKEL, 2007).

3.3 Antigeno Prostatico Especifico

Uma glicoproteina de 34kd, encontrada nas células acinares e ductais da
prostata e no liquido seminal foi denominada Antigeno Prostatico Especifico (PSA)
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(HENRY, 1999). O antigeno prostatico especifico (PSA) € uma serina protease
androgénio dependente, membro da familia da calicreina humana secretada
somente pelas células epiteliais da préstata e pelo epitélio de revestimento das
glandulas periuretrais, sendo uma proteina especifica do tecido e um componente
normal do sémen (HERNANDEZ & THOMPSON, 2004; THOMPSON & ANKERST,
2007).

A glandula prostatica humana consiste de uma camada Unica de células
epiteliais secretoras circundadas por uma camada continua de células basais € uma
membrana basal. O PSA é produzido pelas células epiteliais secretoras nos acinos e
ductos e secretado diretamente para o lumen. O PSA é a proteina que esta em
maior quantidade no fluido seminal, na concentracao de 0,5 a 2,0 mg/ml (BALK et al,
2003).

O PSA tem funcéo fisiologica significativa na liquefagdo do coagulo
seminal para a liberacdo dos espermatozéides, a qual de faz através da clivagem
das semenogelina | e Il (JAIN et al, 2002; BALK et al, 2003; HERNANDEZ &
THOMPSON, 2004). Grande parte do PSA é excretado no sémen, mas uma
pequena quantidade cai na circulagdo sistémica, podendo ser detectada no soro
(JAIN et al, 2002).

A sintese do PSA inicia através de uma sequéncia inicial denominada pré-
pr6-PSA, a qual é clivada para gerar o pr6-PSA, ambas proteinas inativas. O pré-
PSA é secretado para o lumen, onde a clivagem do N terminal do pr6-PSA gera a
enzima ativa, o PSA. Uma fracdo do PSA ativo pode difundir até a circulagcédo, onde é
rapidamente ligado a inibidores da protease (principalmente alfa 1-antiquimotripsina,
ACT). O PSA presente ainda no Iimen, pode sofrer protedlise e gerar o PSA inativo,
o qual também atinge a circulacdo e permanece na forma livre (BALK et al, 2003).
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Figura 4 — Sintese do PSA no tecido prostatico normal e na neoplasia
Fonte: Balk et al, 2003.

No CaP ocorre perda das células basais, da membrana basal e da
arquitetura normal do lumen, o que resulta numa diminuicdo da transformacao do
pré-PSA em PSA ativo e do PSA ativo em inativo e num aumento do PSA ligado e
do pr6-PSA no soro (BALK et al, 2003). Foi observado que o tecido prostatico
neoplasico libera 30 vezes mais PSA do que o tecido integro, isso se deve
provavelmente devido a perda arquitetdnica da glandula (JAIN et al, 2002).

A dosagem do PSA entrou na rotina laboratorial na década de 80 como
um marcador para diagnéstico do cancer de prostata e se tornou o teste laboratorial
mais comum para a triagem do cancer. Este fato aumentou a taxa de deteccao, bem
como o diagndstico precoce da doenca. Anteriormente, o diagnéstico do CaP era
auxiliado pela dosagem da fosfatase acida prostatica, menos sensivel que o PSA
para neoplasias localizadas, mas com valor utii no monitoramento de doenca
avancada (BALK et al, 2003; HERNANDEZ & THOMPSON, 2004).

A grande importancia do PSA como um marcador tumoral se embasou em

algumas caracteristicas observadas, como diminuicdo de sua concentracdo sérica
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na resposta ao tratamento por terapia hormonal ou prostatectomia, sendo que o
aumento de sua concentragdo estava relacionado a recorréncia da doenga pela
falha do tratamento (HERNANDEZ & THOMPSON, 2004).

Apesar da sua utilidade para a deteccdo do CaP, o PSA nao é especifico
para essa condicdo. A concentracdo sérica da proteina também encontra-se elevada
em outras situagdes, como na hiperplasia benigna prostatica e em inflamacdes
cronicas da préstata (HENRY, 1999; JAIN et al, 2002).

Até a década passada, a concentracao sérica de até 4 ng/ml para o PSA
era considerada como valor normal. Os resultados acima desse valor indicavam a
necessidade de maiores investigacbes, como a realizacdo de bidpsia para o
diagnéstico do CaP, enquanto que os valores inferiores ndo eram investigados,
apenas acompanhados (HERNANDEZ & THOMPSON, 2004; THOMPSON &
ANKERST, 2007). Esse ponto de corte estabelecido proporciona uma especificidade
de 75% e uma sensibilidade de apenas 40%. Além disso, cerca de 45% dos homens
com CaP organo-confinado apresentam PSA abaixo de 4 ng/ml (JAIN et al, 2002).

Quando os valores de PSA encontram-se entre 4 e 10 ng/ml, o teste
carece de especificidade; 75% das biopsias realizadas em pacientes com PSA em
tal faixa sdo negativas para CaP (EASTHAM et al, 2003). Além disso, o risco de
obter um resultado positivo para CaP numa bidpsia é similar entre os homens com
PSA entre 2,5 e 4 ng/ml e aqueles com PSA entre 4 e 10ng/ml (THOMPSON et al,
2006).

A triagem para o CaP ¢ dificultada pela variabilidade natural da doenca.
Estudos de autopsias encontraram que 27% dos homens na 32 década e 34% dos
homens na 42 década de vida tinham evidéncias histolégicas da doenca
(THOMPSON & ANKERST, 2007).

O sugerido atualmente é que os valores de referéncia de PSA sérico
sejam de acordo com a idade do paciente, sendo mais elevado nos mais idosos.
Dessa forma, o valor de PSA é até 2,5 ng/ml para homens de 40 a 49 anos; até 3,5
ng/ml de 50 a 59 anos; até 4,5 ng/ml de 60 a 69 anos e até 5,5 ng/ml para homens
com 70 a 79 anos. Esses novos valores de referéncia tém a vantagem de aumentar
a sensibilidade do teste em homens mais jovens e aumentar a especificidade em
homens mais idosos. O objetivo é aumentar a detecgcdo do cancer precoce nos
jovens e diminuir a detec¢do de neoplasia insignificante nos mais velhos (JAIN et al,
2002; HERNANDEZ & THOMPSON, 2004)
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Além disso, um estudo demonstrou que alguns homens apresentam
concentracdo elevada de PSA que retorna espontaneamente a valores normais, o
que indica que apenas uma determinacao elevada de PSA nao é suficiente para
prosseguir com avaliacées para o diagnéstico do CaP. O ideal é que uma nova
dosagem seja realizada em 4 a 6 semanas para confirmar o resultado obtido, e
assim determinar a necessidade de realizacao da biépsia. O atraso no diagnostico
de algumas semanas ou meses nao altera a eficacia do tratamento e ajuda na

diminuicdo do numero de procedimentos desnecessarios (EASTHAM et al, 2003).

3.4 Inflamacao e Céncer

A lesdo celular pode ser causada por varios estimulos, sejam eles
endogenos ou exégenos. As principais causas de lesdo celular sao hipdxia,
agressao por agentes fisicos, quimicos e infecciosos, reacdes imunoldgicas,
distarbios genéticos e desequilibrios nutricionais. Esses estimulos também podem
provocar uma reagdao complexa no tecido conjuntivo vascular, a qual € denominada
inflamacéao (COTRAN et al, 1996).

A inflamacgao tem a funcao de destruir, diluir ou bloquear o agente agressor
e desencadear eventos que cicatrizam e reconstituem o tecido lesado. Porém,
algumas vezes a inflamagédo pode ser nociva, como nos casos que desencadeia
reacdes de hipersensibilidade a drogas e toxinas e em doencas como a artrite
reumatoide, aterosclerose e fibrose pulmonar (COTRAN et al, 1996).

O processo inflamatério ocorre no tecido conjuntivo vascularizado,
envolvendo o plasma, os leucocitos circulantes, os vasos sanguineos e 0s
componentes extravasculares do tecido conjuntivo. As células envolvidas incluem os
neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, linfécitos, basofilos, plaquetas, macréfagos,
células do endotélio vascular e fibroblastos do tecido conjuntivo. A principal
caracteristica do processo inflamatério é a reacdo que envolve 0s vasos sanguineos
e que conduz a um acumulo de liquido e leucocitos no tecido extravascular
(COTRAN et al, 1996).

A inflamacao pode ter carater agudo ou crbnico. A inflamacédo aguda tem
duracdo curta, de minutos a poucos dias. As principais caracteristicas sdo a
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exsudacao de liquido e de proteinas plasmaticas com formagdo de edema e a
emigracao de leucdcitos, principalmente neutréfilos. Quando crénica, a inflamacéao
tem duracdo maior e se associa com a presenca de linfécitos e macroéfagos com a
proliferacao de vasos sanguineos e de tecido conjuntivo (COTRAN et al, 1996).

A liberacao de proteinas plasmaticas ocorre devido a agressao direta do
agente ao endotélio enquanto que a liberacdo dos leucécitos ocorre através de
diapedese e quimiotaxia para a destruicdo do agente por fagocitose. Nesse
processo, os leucdcitos ativados e o endotélio podem liberar mediadores quimicos
como enzimas lisossomais, metabdlitos ativos derivados do oxigénio e produtos do
metabolismo do &cido araquidbnico (prostaglandinas e leucotrienos). Esses produtos
sdo mediadores da agressdo endotelial e tecidual e amplificam os efeitos do
estimulo inflamatério inicial. Assim, a persisténcia do infiltrado inflamatério passa a
atuar como agressor (COTRAN et al, 1996).

Muitos mediadores da inflamacado sdo conhecidos, dentre eles estdo as
aminas vasoativas, as proteases plasmaticas, os metabdlitos do acido araquidénico,
o fator de ativacdo plaquetaria, as citocinas, o 6xido nitrico, os componentes
lisossébmicos dos leucécitos, os radicais livres de oxigénio, além de outros. Os
mediadores originam-se no plasma e nas células e desempenham atividade
bioldgica através de ligacao a receptores especificos em células-alvo, por atividade
enzimatica direta ou como mediadores de uma lesdo oxidativa direta. Apos sua
ativacao e liberacao pelas células, a maioria dos mediadores tem curta duracéo de
acao, sendo rapidamente degradados, inativados por enzimas, eliminados ou
inibidos (COTRAN et al, 1996).

Os principais metabdlitos do acido araquidénico sao as prostaglandinas e os
leucotrienos. Sao hormoénios locais de curto alcance, rapidamente formados,
exercem suas acgbes localmente e em seguida sdo destruidos por enzimas ou
decaem espontaneamente. Eles afetam diversos processos biolégicos, dentre eles a
inflamacdo. O acido araquiddnico se localiza nas células esterificado nos
fosfolipidios de membrana. Quando ocorre ativagdo das fosfolipases celulares por
estimulo quimico, fisico ou traumatico, o acido araquidbnico € liberado e seu
metabolismo é iniciado (COTRAN et al, 1996).

O metabolismo do acido araquidénico ocorre por duas vias, via da
cicloxigenase ou via da lipoxigenase, de acordo com a enzima que inicia a reagao. A

via da cicloxigenase gera as prostaglandinas (PG), as quais incluem PGE,, PGD,,
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PGF»,, prostaciclina (PGl,) e tromboxane (TxAz). As prostaglandinas PGE,, PGD: e
PGF., tém acdo na vasodilatacdo e potencializacdo do edema; A PGl, causa
vasodilatacdo e inibe a agragacao plaquetaria e a TxA, causa vasoconstricao e
promove a agregacao plaquetaria. A via da lipoxigenase leva a formacao do 5-
HETE, seu principal produto, e dos leucotrienos. Os metabdlitos da via da
lipoxigenase possuem agdes como quimiotaxia de leucocitos, vasoconstricdo,

broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular (COTRAN et al, 1996).
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Figura 5 — Metabolismo do acido araquidoénico

As citocinas também sao mediadores da inflamagao, desempenhando papel
importante na resposta inflamatéria e imune. Sao proteinas de baixo peso molecular
produzidas por leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais e células do estroma da
medula 6ssea (FERREIRA, 2001). O estimulo da secrecao das citocinas ocorre por
endotoxinas, por imuncomplexos, por toxinas, por agravos fisicos e por processos
inflamatérios (COTRAN et al, 1996).

Sua acéao ocorre no local onde ha a resposta imune ou em sitios diversos do
organismo. Atualmente sdo conhecidas mais de uma centena de citocinas e as

fungbes exercidas por elas estdo bem definidas, sendo principalmente relacionadas
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com a ativacdo e a regulacdo da resposta imune celular e humoral e da resposta
imune inespecifica (FERREIRA, 2001).

Na inflamacéo, as principais citocinas envolvidas sdo a interleucina-1 (IL-
1), os fatores de necrose tumoral a e B (TNF-a e TNF-B), a interleucina-6 (IL-6) e a
familia da interleucina-8 (IL-8). A atuacdo da IL-1 e do TNF- a ocorre principalmente
sobre o endotélio, leucécitos e fibroblastos e na indugdo de reagdes sistémicas de
fase aguda. Além disso, também induzem a IL-8, uma quimioquina com grande acao
ativadora de neutréfilos e com atividade limitada sobre eosindéfilos e mondcitos
(COTRAN et al, 1996). As quimioquinas sao proteinas de 8 a 10 kd que estimulam o
recrutamento e a migracao de leucocitos como parte da resposta do hospedeiro a
agressdes antigénicas (SCHOTTENFELD et al, 2006). A IL-6 tem como principal
funcao estimular os hepatocitos a produzirem proteinas de fase aguda (FERREIRA,
2001).

As citocinas também induzem respostas sistémicas de fase aguda
associadas com infeccdo ou agressao, como febre, producao de sono de ondas
lentas, liberacdo de neutréfilos na circulacdo, liberagcdo do horménio
adrenocorticotréfico e corticosterdides e efeitos hemodindmicos do choque séptico
no caso do TNF, com hipotensdo, redugdo da resisténcia vascular, aumento da
freqUiéncia cardiaca e reducao do pH sanguineo (COTRAN et al, 1996).

Por ultimo, os radicais livres do oxigénio também participam como
mediadores da inflamagao. Sao espécies quimicas que tém um Unico elétron nao
pareado no orbital externo, o que confere caracteristica extremamente reativa e nao
estavel (COTRAN et al, 1996).

A formacéao dos radicais livres ocorre dentro das células pela absorcao de
energia radiante; por reacgdes endodgenas, principalmente oxidativas, durante os
processos metabdlicos normais; ou pelo metabolismo enzimético de substancias
quimicas ou drogas exogenas. A partir de entdo, podem ser liberados para o meio
extracelular apds exposicao a agentes quimiotaticos, a imunocomplexos ou a uma
exposicao fagocitaria (COTRAN et al, 1996).

Os radicais livres participam de reagdes com substancias quimicas
inorganicas ou organicas, proteina, lipidios, carboidratos, principalmente com
moléculas nas membranas e acidos nucléicos. Também iniciam reacoes
autocataliticas, reagindo com moléculas que sao convertidas em radicais livres,

propagando a cadeia de danos. Os principais efeitos nocivos dos radicais livres que
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causam lesao tecidual sdo as peroxidacao lipidica das membranas, modificacdes
oxidativas de proteinas e lesées no &cido desoxirribonucléico, levando a morte ou
transformacao maligna da célula (COTRAN et al, 1996).

O organismo possui mecanismos antioxidantes de protecao para anular a
toxicidade dos radicais livres. O soro, os liquidos teciduais e as células alvo contém
algumas substancias que realizam tal efeito, como as proteinas ceruloplasmina,
transferrina, as enzimas super6xido desmutase, catalase e glutatido peroxidase,
dentre outras. Dessa forma, o dano causado pelos radicais livres no tecido devido ao
processo inflamatoério, depende do equilibrio entre sua producdo e os mecanismos
antioxidantes (COTRAN et al, 1996).

A ligacado entre inflamagdo e carcinogénese surgiu em 1863 quando
Virchow observou leucécitos em tecidos neoplasicos. Sua hip6tese dizia que
substancias irritantes causam injaria tecidual e inflamacdo, acentuando a
proliferacao celular, o que causaria o cancer (BALKWILL et al, 2001; COUSSENS et
al, 2002).

Os conhecimentos atuais demonstram que apenas a proliferagao celular
nao € capaz de causar cancer, outros fatores estdo envolvidos no processo, porém,
a proliferacdo celular sustentada (continuada) em um ambiente rico em células
inflamatérias, fatores de crescimento, agentes promotores de dano tecidual
potencializa o risco de cancer (COUSSENS et al, 2002). O infiltrado leucocitario no
tecido neoplasico atua como uma fonte de citocinas pro-inflamatérias, fatores de
crescimento e de angiogénese. Além disso, a inflamacéo crénica e os metabdlitos
provenientes do processo fagocitario promovem o excesso na formacao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio com capacidade de causar dano permanente ao
DNA, as lipoproteinas e as membranas (DEMARZO et al, 1999; BALKWILL et al,
2001; SCHOTTENFELD et al, 2006). Também ha liberagcdo de metabdlitos de acido
araquidénico, incluindo prostaglandinas e leucotrienos pelas células inflamatérias,
sendo que as cicloxigenases sao as enzimas que controlam as etapas limitantes da
sintese de prostaglandinas (BALKWILL et al, 2001; SCHOTTENFELD et al, 2006).
Dessa forma, alguns estudos avaliam a utilizagdo de farmacos antiinflamatérios
teriam acao benéfica na prevencdo da carcinogénese por atuarem nas enzimas
envolvidas no metabolismo do acido araquidénico (BALKWILL & MANTOVANI,
2001; COUSSENS & WERB, 2002; SCHOTTENFELD & BEEBE-DIMMER, 2007).
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3.5 Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) é um marcador de fase aguda de infecgao e foi
descoberta em 1930 durante um estudo de pacientes com infeccdo por
Streptococcus pneumoniae no laboratorio de Oswald Avery. No soro obtido dos
pacientes durante a fase aguda da doenca foi encontrada uma proteina capaz de
precipitar o polissacarideo C da parede celular do pneumococo. Anos mais tarde, o
ligante da PCR na parede celular foi identificado como uma fosfocolina, que faz
parte do acido tectdico da parede celular do S. pneumoniae. Atualmente se
conhecem varias outras macromoléculas ligantes da PCR, bem como suas agdes de
ativadora da via classica do complemento, estimuladora da fagocitose e ligacdo com
receptores de imunoglobulinas, com atuacdo na defesa do hospedeiro contra
infecgdes, funciona como um mediador pro-inflamatério (PEPYS et al, 2003; BLACK
et al, 2004).

A fase aguda compreende as respostas bioquimicas e fisiolégicas nao
especificas frente a dano tecidual, infeccao, inflamacao e neoplasias. Dessa forma,
um numero grande de proteinas € rapidamente sintetizado principalmente nos
hepatécitos, sob o controle de citocinas que sédo originadas no local afetado. Assim,
a proteina C reativa é produzida nos hepatocitos através do controle da interleucina-
6 (IL-6), embora outros locais de sintese e secrecdao sejam sugeridos, e pode ser
medida no plasma, onde tem meia-vida de 19 horas. Ap6s um estimulo agudo
inflamatério, a concentracdo da PCR aumenta rapidamente (PEPYS et al, 2003).

A concentracdo plasmatica da PCR é estavel e cada individuo possui sua
concentracdo caracteristica (PEPYS et al, 2003). Os niveis encontrados em
individuos saudaveis variam de 0,1 a 10 mg/l (HEIKKILA et al, 2007). Nado ha
variacao sazonal, diurna ou dietética da concentracdo de PCR (WILKINS et al, 1999;
PEPYS et al, 2003). A variacdo nesses niveis é determinada pela taxa de sua
producdo, a qual esta relacionada com a intensidade do processo patolégico que a
estimulou. Quando o estimulo cessa, a concentracdo plasmatica da PCR
rapidamente cai aos valores basais. Foi observado que a concentracdo aumenta
com a idade, provavelmente devido a patologias subclinicas. Além disso, estados de
faléncia hepatica afetam a producao da PCR, diminuindo sua concentracao (PEPYS
et al, 2003).
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Na maioria das doencas, a determinacdo da PCR mostra-se mais precisa
que outros parametros laboratoriais para resposta de fase aguda, como a
viscosidade plasmatica e a velocidade de hemossedimentacédo (PEPYS et al, 2003).

Desta forma, a concentracao plasmatica de PCR é um util e ndo especifico
marcador de inflamagéo (COLLEY et al, 1983; PEPYS et al, 2003; IL'YASOVA et al,
2005). Sua determinacao/dosagem contribui para a triagem de doencas organicas,
monitoramento da resposta ao tratamento de inflamacdes e infec¢des, detecgao de
infecgbes intercorrentes em individuos imunocomprometidos e em casos de certas
doencas caracterizadas por uma resposta de fase aguda modesta ou ausente
(PEPYS et al, 2003).

O aumento na concentracdo da PCR foi relatado em muitas doencgas,
entre elas as doencas cardiovasculares, diabetes melitus tipo 2, artrites e neoplasias
(HEIKKILA et al, 2007).

Muitos mecanismos foram propostos para relacionar PCR e neoplasias.
Um deles indica que o crescimento do tumor causa inflamacéao tecidual e por isso
aumenta os niveis da PCR. Outro diz que a PCR pode atuar como indicador de
resposta imune aos antigenos tumorais. Finalmente um ultimo mecanismo propde
que as células neoplasicas produzem proteinas inflamatorias, o que poderia explicar
a alta concentracdo de PCR em pacientes com céancer. Alguns estudos
demonstraram que certas células neoplasicas parecem secretar IL-6 e IL-8, que
estdo envolvidas na producdo da PCR. Esses mecanismos sugerem que o aumento
dos niveis de PCR é uma resposta ao processo neoplasico que as concentracdes de
PCR poderiam servir como um marcador para identificar pessoas com cancer em um
estagio precoce, onde o tratamento pode ser mais efetivo. Além disso, a inflamacao
cronica pode ter papel na etiologia do cancer. Foi sugerido que a inflamagao cria um
micro ambiente tecidual onde espécies reativas de oxigénio e nitrogénio liberadas
pelas células inflamatérias poderiam causar alteracbes malignas no DNA e que
algumas citocinas e proteinas inflamatérias da inflamacao crénica promovem o
crescimento tumoral (HEIKKILA et al, 2007).

A inflamagdo pode contribuir para a carcinogénese prostatica e €
frequentemente encontrada em bidpsias da glandula e material de prostatectomia
radical. Infiltrados inflamatérios sdo geralmente encontrados em focos de atrofia e ao

seu redor, sendo caracterizado por um aumento no indice proliferativo. Esses focos
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(atrofia inflamatéria proliferativa) podem ser precursores do CaP ou podem indicar
um ambiente intraprostatico favoravel a carcinogénese (LEHRER et al, 2005).

De acordo com um estudo de Lehrer, ndo h& diferencga significativa na
concentragdo de PCR em homens com CaP localizado ou HBP, mas foi encontrado
aumento significativo naqueles com metastase 6ssea. O mesmo estudo encontrou
correlagdo entre os niveis de PSA e PCR em pacientes com CaP. Essa forte
associagao, independente do estagio tumoral, sugere que a inflamacao pode ser
fundamental no desenvolvimento do CaP, e que a inflamacao cronica pode ser um
alvo para a prevencgao e para o tratamento da doenca (LEHRER et al, 2005).

Os niveis elevados de PCR no plasma de pacientes com CaP androgénio-
independente parece ser um forte preditor de mau prognéstico e desenvolvimento de
evento esquelético relacionado (GRAFF et al, 2007).

A PCR apresentou niveis séricos mais elevados em pacientes com CaP
metastatico do que naqueles com hiperplasia benigna prostatica (HBP) ou CaP de
acordo com um estudo realizado por Latif et al (2002). Também foi demonstrado que
a PCR nao se correlacionou com os niveis de PSA em pacientes com CaP em
diferentes estagios da doenca (LATIF et al, 2002).

Heltzsouer e colaboradores (2006) estudaram a correlagdo entre PCR e
neoplasias de célon, reto e prostata e avaliaram que somente o primeiro tem seu
desenvolvimento associado com a PCR (HELTZSOUER et al, 2006).

Um estudo realizado por I'yasova e colaboradores (2005) avaliou a
associacao entre 3 marcadores inflamatérios, PCR, TNF-a e IL-6, e cancer. Os trés
marcadores apresentaram fraca associacdo com o aumento do risco de eventos
neoplasicos e a PCR pareceu ser mais precisa que os demais, mostrando-se mais
fortemente associada com morte por cancer do que com casos nao fatais. Nenhum
marcador apresentou correlacdo significativa com o tempo de diagnéstico. Porém,
niveis elevados dos marcadores tiveram associacdo com a presenca de metastase
(IL'YASOVA et al, 2005).

Kato e colaboradores também nao conseguiram estabelecer a utilidade
clinica da dosagem de PCR no soro para o screening do CaP (KATO et al, 2006).

O estudo de McArdle et al (2004) avaliou que nao ha diferenca
significativa nas concentracées de PCR e IL-6 quando se compara pacientes com
doenga benigna e pacientes com CaP. O aumento do escore de Gleason
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correlaciona-se com o aumento dos niveis de PCR, IL-6 e PSA. Nao foi observada a
correlagao entre PSA e PCR ou IL-6 (McARDLE et al, 2004).

Platz et al avaliaram a PCR como um possivel marcador para risco de
desenvolvimento do cancer prostatico. A concentracdo da PCR foi mensurada por
método imunoturbidimétrico em grupo controle e no grupo casos. Os resultados
obtidos no estudo demonstraram que apesar da média das concentracbes da
proteina ser mais baixa nos controles, ela ndo foi estatisticamente diferente da
média obtida nos casos, indicando que nao ha associacao entre a concentracao da
PCR e o risco de cancer (PLATZ et al, 2004).

3.6 Albumina Modificada pela Isquemia

A albumina sérica € um peptideo composto por 585 aminoacidos e 66500
daltons. Possui uma sequiéncia caracteristica de aminoacidos que é especifica de
humanos, com um grupamento amino-terminal. Esse grupamento amino-terminal
tem a capacidade de se ligar a metais de transi¢cdo, como o Co(ll), Cu(ll) e Ni(ll). O
local de ligagdo dos metais a albumina sérica humana é particularmente susceptivel
a degradacao (BAR-OR et al, 2000).

Foi observado que ocorre redugao da ligagado da albumina ao cobalto no
soro de pacientes com sindrome coronariana aguda (angina instavel ou sindrome
coronariana aguda) (BAR-OR et al). Isso ocorre porque durante uma situacao de
isquemia ha perda ou alteracdo na porcao amino-terminal da albumina, assim ela
passa a ser chamada de Albumina Modificada pela Isquemia (IMA) (BAR-OR et al,
2000; SINHA et al, 2004).

A albumina modificada pela isquemia (IMA) é um marcador de isquemia
pela possibilidade de ser detectado no sangue depois de uma lesdo isquémica,
como a isquemia do miocéardio (BAR-OR et al, 2000; SINHA et al, 2004).

Bar-Or et al (2000) desenvolveram um método colorimétrico para a
avaliacao quantitativa da IMA através da propriedade desta proteina deixar de se
ligar ao cobalto apds a alteracado da porcdao amino-terminal. Este teste determina a
quantidade de cobalto ndo ligado a albumina através da absorbancia da amostra. O

estudo avaliou pacientes com isquemia do miocardio e propds que valores de
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absorbancia acima de 0,400 sao positivos para isquemia e valores abaixo deste
limite sdo negativos (BAR-OR et al, 2000).

Estudos tém demonstrado que a IMA é utili como um marcador de
isquemia em casos de infarto agudo do miocardio por ser de deteccdo mais precoce
no sangue quando comparado a marcadores utilizados atualmente (BAR-OR et al,
2000; SINHA et al, 2004; MELANSON & TANASIJEVIC, 2005). De acordo com
SINHA et al (2004), a IMA mostrou ser mais sensivel para infarto agudo do
miocardio do que o eletrocardiograma e a troponina T, sendo proposto que a
proteina fosse o padrao ouro para isquemia do miocardio (SINHA et al, 2004).

Apesar da boa sensibilidade, a IMA ndo é especifica para o tecido
miocardico, podendo estar elevada em outras condicdes em que ha isquemia em
qualquer outro tecido, como foi observado apoés exercicio fisico vigoroso devido a
isquemia do musculo esquelético (SINHA et al, 2004).

Além dessas situacoes, também foi observado por Turedi et al (2007) que
a IMA apresenta concentracao aumentada em pacientes com embolia pulmonar. O
estudo que envolveu um grupo de pacientes com diagnéstico de embolia pulmonar e
um grupo controle de voluntarios saudaveis mostrou diferenca significativa na
determinacao da IMA. Foi sugerido que a proteina pode auxiliar no diagnéstico da
doenca, reduzindo a necessidade da utilizacdo de técnicas por imagem ou invasivas
que sao mais caras, demoradas e podem causar complicacées. O valor de
absorbancia para a exclusdao de embolia pulmonar foi determinado em 0,540 no
mesmo estudo (TUREDI et al, 2007).

Cichota et al (2008) realizaram um estudo avaliando os niveis de IMA em
pacientes com anemia associada a doenca renal crbénica. Os resultados mostraram
que os pacientes obtiveram concentracdo maior da proteina quando comparados ao
grupo controle, sugerindo que a hip6xia causada pelo baixo nivel de hemoglobina
pode ser a causa do aumento da formacéao da IMA (CICHOTA et al, 2008).

Os mecanismos envolvidos na alteracdo da albumina pela
isquemia/reperfusao incluem exposicao tecidual a hipoxia, acidose, dano por
radicais livres, disfungcdes da bomba de membrana dependende de sddio e calcio e
exposicao a ions livres de ferro e cobre (BAR-OR et al, 2000; MELANSON et al,
2005).

O estresse oxidativo e eletrofilico pode ser derivado da hipéxia tecidual,

além de outras situacbes, como o aumento do metabolismo celular, disfuncao
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mitocondrial e intoxicagbes provenientes do ambiente ou da alimentagdo. Além
disso, outra fonte de espécies reativas de oxigénio provém de células inflamatérias
fagociticas que liberam esses compostos a fim de erradicar organismos infecciosos
(DE MARZO et al, 2003).

Por ser a proteina de maior quantidade no plasma, a albumina acaba
sendo o alvo de modificagcdes durante o estresse oxidativo. (OETTL et al, 2007).
Espécies reativas de oxigénio modificam a porcdo amino-terminal da albumina. A
exposicao in vitro da albumina ao radical hidroxil fez aumentar a concentragdo da
IMA rapidamente (ROY et al, 2006) Além disso, a exposicdo ao radical peroxil
também alterou a estrutura da albumina, aumentando a propor¢cdo de dissulfeto.
(OETTL etal, 2007).

A prevaléncia do céncer de prostata parece estar aumentada em
pacientes que sao expostos a certos agentes oxidantes e eletrofilicos. Os radicais de
oxigénio podem atacar o DNA, o que pode resultar num acumulo de bases de DNA
oxidadas potencialmente promutagénicas. O estresse oxidativo crénico pode resultar
em peroxidacao lipidica e gerar varios outros produtos reativos com capacidade de
danificar o DNA. De acordo com esse modelo de carcinogénese, agentes
antioxidantes atuam como protetores contra o CaP, muitos sdo provenientes da

dieta, como licopeno, vitamina E e selénio (DE MARZO et al, 2003).

3.7 Grupo Sanguineo ABO

Antigenos eritrocitarios sdo estudados desde o inicio do século XX, e
atualmente sao reconhecidos mais de 250 antigenos eritrocitarios diferentes.
Inicialmente foram identificados como estruturas quimicas encontradas na superficie
dos eritrécitos e depois foram encontradas também nas demais células e secrecdes
do organismo. (ZAGO et al, 2001; BATISSOCO e NOVARETTI, 2003, LE PENDU,
2001, YAMAMOTO, 2004).

O mais importante dos grupos sanguineos é o sistema ABO. E encontrada
sua importancia em outros aspectos além da medicina transfusional através de
estudos genéticos, de quimica dos carboidratos, transplante de 6rgaos, forense,
enzimologia, biologias molecular, celular e do cancer. (YAMAMOTO, 2004)
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Os antigenos A e B sao carboidratos sintetizados por uma série de reacoes
enzimaticas catalizadas por enzimas denominadas glicosiltransferases (HENRY,
1999; BATISSOCO e NOVARETTI, 2003; LEE e REID, 2000; OLSON et al, 2001).

A expressao dos antigenos do grupo sanguineo ABO é controlada por varios
conjuntos independentes de genes: o locus ABO localizado no brago longo do
cromossomo 9 e o gene H determinado no cromossomo 19 (HENRY, 1999;
BATISSOCO e NOVARETTI, 2003; LEE e REID, 2000; OLSON et al, 2001).

Inicialmente o gene H produz transferase que fixa L-fucose ao segundo
carbono do terminal galactose das cadeias de oligossacarideos do tipo 1 ou 2. As
cadeias do tipo 1 predominam nas glandulas secretoras e as cadeias do tipo 2 sao
as Unicas presentes nos eritrécitos (HENRY, 1999; BATISSOCO e NOVARETTI,
2003; LEE e REID, 2000; OLSON et al, 2001).

O antigeno H é o substrato basico para a acdo das transferases codificadas
pelos genes A e B e ele pode ser encontrado tanto nas hemaceas quanto nas
secrecoes (HENRY, 1999).

Em seguida as transferases sao responsaveis pela transferéncia dos residuos
especificos de acucar N-acetil-D-galactosamina ou D-galactose ao substrato H,
convertendo-os em antigenos A ou B, respectivamente, originando a
heterogeneidade fenotipica do sistema ABO (BATISSOCO, 2003).

A enzima N-acetilgalactosaminiliransferase, codificada pelo gene A,
apresenta uma N-acetilgalactosamina unida por ligacdo o (1-3) a galactose terminal
do antigeno H, enquanto a D-galactosaminiltransferase, codificada pelo gene B,
apresenta uma D-galactose ligada nesta posicdo (HENRY, 1999, YAMAMOTO,
2004).

O gene O origina-se da falta das transferases A ou B e portanto nao modifica
o antigeno H, sendo este o0 antigeno encontrado nas hemaceas do grupo sanguineo
O, enquanto o gene AB origina-se da producéao tanto da transferase A quanto da B
(HENRY, 1999; BATISSOCO e NOVARETTI, 2003).

Os antigenos dos grupos sanguineos possuem aloanticorpos especificos que
sao de ocorréncia natural, provavelmente como resultado da estimulagdo continua
ou ocasional por antigenos promiscuos presentes em abundancia no ambiente ou
devido a aloimunizacdo em decorréncia de transfusdo ou gravidez (ZAGO et al,
2001; YAMAMOTO, 2004).
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Na prostata, os antigenos ABO sado expressos nas células do epitélio
glandular de acordo com o tipo sanguineo de cada individuo. Nestas células a

visualizacédo ocorre no citoplasma, na regiao apical (RAVN, 2000).

3.7.1 Associagao entre antigenos ABO e cancer

Varios trabalhos tém relacionado a maior frequéncia de alguns tipos de
cancer e outras doencas com a expressao de determinado grupo sanguineo, com
progndstico mais ou menos favoravel (RAVN, 2000; LE PENDU, 2001).

Jesch et al em 2007 determinaram a significAncia entre diferentes grupos
sanguineos e algumas patologias e encontraram significativas associacoes.
Individuos do grupo O tém mais chance de desenvolver gastrite, colite ulcerosa e
duodenite enquanto que homens do grupo A tendem a sofrer mais de tumores. Em
relacdo a tumores intestinais, as mulheres do grupo A e homens do grupo O tém
mais chances de desenvolvé-lo.

Um estudo na China (SU et al, 2001) associou individuos masculinos do
grupo B com um maior risco de desenvolver cancer da cardia. O mesmo estudo
demonstrou que individuos do grupo B tém maior probabilidade de desenvolver
cancer no terco superior do esbfago.

De acordo com um estudo de You et al (2000), ha uma associacao entre
individuos do grupo A e lesdes pré-cancerosas gastricas.

Observando-se as relagdes de grupo sanguineo A/O e B/O, ha um maior risco
de cancer de pulmao e de brénquios, respectivamente, de acordo com Roots et al
(1988).

Segundo Vioque e Walker (1991), ao avaliarem a relacdo entre cancer
pancreatico e grupo sanguineo, ha um risco modesto entre pessoas do grupo A
desenvolverem a doenca; por outro lado, Annese et al(1990) demonstraram um
namero aumentado de casos de cancer pancreatico em pacientes do grupo B e um
namero reduzido em pacientes do grupo O.

Um estudo piloto intitulado “Relacdo entre resultados de PSA e grupos
sanguineos ABO: uma amostra de 2521 pacientes” mostrou um maior risco de
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pacientes do grupo sanguineo B desenvolverem adenocarcinoma prostatico
(BECKER et al, 2003).

Além da maior prevaléncia de um tipo de grupo sanguineo em determinada
neoplasia, alguns estudos demonstram que as células neoplasicas perdem ou
diminuem a expressao dos antigenos A ou B, dependendo do grupo sanguineo do
paciente. Esse acontecimento se correlaciona com o desenvolvimento e
agressividade da doenca. (YAMAMOTO, 2004; HAKOMORI, 1999)

A perda da expressao dos antigenos A e B aumentam a motilidade celular,
facilitando a ocorréncia de metastases, enquanto que a presenca do antigeno H
aumenta a resisténcia a apoptose.(LE PENDU, 2001).

Em 1990, Periman e Epstein demonstraram que os antigenos de grupo
sanguineo poderiam atuar como marcadores na oncogénese. O estudo analisou a
expressdao dos antigenos A e B no tecido prostatico utilizando anticorpos
monoclonais e evidenciou a sua auséncia em células de adenocarcinomas e
displasias, suportando a idéia de que algum disturbio enzimatico das transferases
ocorrera.

Aguiar et al (2002) avaliaram a distribuicdo da expressao dos antigenos ABH
correlacionando com as alteragdes histopatolégicas de pacientes com gastrite
cronica e concluiram que “os antigenos de grupos sanguineos refletem padrées
diferentes de diferenciacdo celular, constituindo-se de potenciais marcadores,
utilizaveis no diagnéstico e prognéstico de diversas doencas gastricas”.

Amostras de tecido gastrico foram avaliadas por método imunohistoquimico
para determinar a distribuicdo de antigenos ABO. Comparando casos de neoplasia
com casos sem neoplasia gastrica, foi observado que ocorreu perda focal dos
antigenos ABO, enquanto que o tecido normal apresentou os antigenos no epitélio
foveolar (HIROHASHI, 1984a). A mesma forma de estudo de distribuicdo dos
antigenos ABO foi realizada no tecido pulmonar normal e com um tipo de
adenocarcinoma. Os antigenos A, B e H foram reduzidos ou ausentes nas células
neoplasicas (HIROHASHI, 1984b).

A analise imunohistoquimica para a pesquisa de antigenos sanguineos A e B
em amostras benignas e malignas do urotélio da bexiga demonstrou a perda da
expressdao dos antigenos naqueles com doengca maligna. Nessas células houve
perda da atividade das transferases especificas dos carboidratos A e B (ORNTOFT
et al, 1988). Em 1996 o mesmo grupo de pesquisa avaliou o0 mecanismo para a



43

perda da atividade das glicosiltransferases A e B dos antigenos sanguineos. Através
da metodologia da reacdo em cadeia da polimerase, a presenca do RNAm do ABO
ocorreu apenas no urotélio normal e em tumores de baixo grau enquanto que em
tumores de alto grau estava ausente, sugerindo que a glicosilacdo dos antigenos
ABO é regulada a nivel de RNAm e que o mecanismo associado com a proliferacéo
celular desencadeia a diminuicdo do RNAm. (ORNTOFT, 1996)

Na analise de carcinomas orais foi observada a perda da expressao dos
antigenos A e B nas lesoes. Além disso, os autores também analisaram o genétipo
do grupo sanguiineo e observaram que em alguns casos houve perda dos alelos do
grupo ABO, e por isso ndo havia a expressao no tecido. Os autores defendem a
idéia de que a perda dos antigenos nas células carcinomatosas € uma alteragao
precoce e a modificacdo de seus precursores genéticos € um evento tardio do
desenvolvimento neoplasico. (GAO et al, 2004)

De acordo com Le Pendu (2001) a localizagédo do gene ABO no cromossomo
9 é uma regidao sensivel a sofrer rearranjos e principalmente perda da
heterozigosidade. Dessa forma, existem duas hipoteses que tentam explicar a
ocorréncia desse fendmeno. Foi observada a perda das transferases responsaveis
pela transferéncia dos acucares na superficie da células e a correspondente
auséncia da sintese do RNAmM em bidpsias de tumor. A outra hipétese é explicada
pela metilacdo do gene, que seria responsavel pela auséncia da transcricao do gene
ABO. (LE PENDU, 2001; YAMAMOTO, 2004).



4 MATERIAIS E METODOS

A realizagdo do trabalho ocorreu em duas partes. A primeira etapa (Parte |)
foi caracterizada pela pesquisa dos antigenos A e B de grupo sanguineo no tecido
prostatico. A segunda (Parte IlI) constituiu-se das dosagens sorolégicas de PSA,
IMA, PCR e prova reversa para tipagem sanguinea. As Partes | e Il ndo foram
realizadas nos mesmos pacientes voluntarios.

Todos os pacientes concordaram com a participagdo na pesquisa, tendo
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria (Nimero
do processo: 23081.007785/2006-98; Certificado de Apresentacao para Apreciacao
Etica: 0047.0.246.000-06) e sua privacidade foi mantida. Os critérios de exclusdo
foram a presenca de outra situacao clinica que altere as dosagens realizadas, como
cardiopatia, neoplasias e hiperplasias além da prostatica, histérico de IAM (Infarto
agudo do miocardio) ou AVC (acidente vascular cerebral), condicbes inflamatdrias
de qualquer natureza e a ndo concordancia de o paciente participar da pesquisa.

A participacdo na pesquisa nao ofereceu riscos a saude ou desconforto aos
pacientes.

4.1 Parte | — Avaliacao Imunohistoquimica

4 1.1 Pacientes

Para a realizacdo da pesquisa imunohistoquimica dos antigenos sanguineos
A e B foram selecionados pacientes com indicacdo de bidpsia prostatica para
diagnéstico de cancer ou prostatectomia. Foram utilizados todos os pacientes com
diagnéstico de adenocarcinoma prostatico ou hiperplasia prostatica do servico de
patologia do Hospital Universitario de Santa Maria, no periodo de janeiro a agosto de
2007. O tempo de coleta foi determinado a partir da disponibilidade, para a
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realizacdo de todas as etapas. Participaram da pesquisa 9 pacientes com CaP e 7
pacientes com hiperplasia prostatica. O grupo sanguineo dos pacientes foi obtido

através de dados do Banco de Sangue do mesmo hospital.

4 1.2 Procedimento Laboratorial

O procedimento laboratorial da técnica imunohistoquimica esta baseado em
Alves et al (1999) e é de rotina no laboratério de imunohistoquimica do HUSM
(Hospital Universitario de Santa Maria)

Apés a retirada do tecido prostatico por bidpsia ou prostatectomia, ele foi
acondicionado em recipiente adequado e enviado em formol para o Laboratério de
Imunohistoquimica do HUSM. O formol atua como um fixador e conservador da
forma e estrutura do tecido.

O tecido prostatico foi entdo colocado no processador automatico de tecidos,
responsavel pela desidratagdo, diafanizacdo e impregnacdo da parafina. A
desidratacdo é realizada com etanol e tem por fim retirar a 4gua presente no tecido.
Na diafanizacdo o etanol é substituido por xilol, um dissolvente da parafina. A
impregnagao por parafina consiste na substituicdo do xilol por parafina, dando
resisténcia ao tecido, por ser solida a temperatura ambiente. Logo apdés foi feito o
preparo do bloco para a execucgéo dos cortes.

Foram realizados cortes histolégicos de espessura de 3 micrémetros no
micrétomo, obtendo uma fita de parafina. Pra cada paciente foram realizados 3
cortes histolégicos. Um corte para anti-A, um para anti-B e o terceiro foi utilizado
como controle negativo sem utilizar anticorpo primario. A fita de parafina foi colocada
em banho-maria histolégico e os cortes foram depositados em Iaminas de vidro
previamente lavadas e tratadas com ATPS (aminopropil silica).

As laminas foram levadas a estufa a 60°C por 24h para ocorrer adesao do
tecido. Apdés a retirada da estufa foi realizada a desparafinizacdo do tecido,
mergulhando as laminas em xilol quente (60°C) por 30 min e depois em xilol a

temperatura ambiente por 5 min.
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Depois as laminas foram hidratadas. Para a hidratagdo as laminas foram
mergulhadas em uma série de diferentes concentragbes de etanol: 96, 90, 80 e
70GL durante 1 minuto em cada concentracao.

As laminas foram lavadas por 3 min em agua corrente e deixadas em agua
destilada por 1 minuto (lavagem padréo).

As laminas com os cortes histolégicos estdo, desta forma, prontas para a
realizacdo da Técnica de Imunoperoxidase — Método Estreptavidina-Biotina.

A imunoperoxidase indireta € um tipo de técnica imunoenzimatica
introduzida em 1966 por Avrameas e Uriel e por Nakane e Pierce com a finalidade
de detectar e localizar antigenos celulares utilizando microscopia 6ptica comum. O
anticorpo que reage com o antigeno em estudo possui ligacao covalente com a
enzima peroxidase. A enzima converte o componente cromédgeno adicionado
(substrato + doador de hidrogénio) em produto insoluvel, o qual é visivel ao
microscopio éptico. E uma técnica bastante utilizada por ser de facil realizacao,
fornecer resultados satisfatérios e reprodutiveis, além de fornecer preparacoes
duradouras (FERREIRA e AVILA, 2001). O procedimento completo da técnica e
modo de preparo das solugcdes reagentes podem ser visualizados no Apéndice B.

4.2 Parte Il - Avaliacao Soroldgica

4. 2.1 Pacientes

A determinacdo da Proteina C Reativa (PCR), da Albumina Modificada pela
Isquemia (IMA) e a tipagem sanguinea foi realizada em soro de 249 pacientes com
solicitacdo médica de dosagem do Antigeno Prostatico Especifico (PSA) que
concordaram em cedé-lo para a pesquisa durante o periodo de julho a outubro de
2007. Apds a coleta, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos e 0 soro
sobrenadante foi separado, acondicionado em tubos e congelado a -20°C até o
momento da realizacdo das técnicas. A situacao clinica dos pacientes foi obtida
através da pesquisa dos prontuarios no HUSM (Hospital Universitario de Santa
Maria).
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Participaram da pesquisa 249 pacientes, sendo divididos em quatro grupos
de acordo com a situacao clinica: Controle, com 18 pacientes; HBP, com 102

pacientes; CaP, com 84 pacientes e Pés-Tratamento (PT), com 45 pacientes.

4.2.2 Procedimento Laboratorial

A determinagao da IMA foi realizada conforme técnica descrita por Bar-Or et
al (2000). Em um tubo de vidro foi adicionado 25 pl de cloreto de cobalto 0,1% e 100
ul de soro, a mistura foi homogeneizada e deixada em repouso por 10 minutos para
a ligacao entre albumina e cobalto. 25 pl de DTT foi adicionado como reagente de
core a reacgao foi cessada 2 minutos ap6s através da adicdo de 500 pul de cloreto de
sédio 0,9%. A leitura foi realizada em espectrofotébmetro a 470 nm, comparando com
o branco de cada amostra sem DTT. O resultado foi reportado como unidades de
absorbancia (UABS)

A dosagem da PCR foi realizada em soro por método imunoturbidimétrico
com intensificacdo de particulas automatizado em equipamento Cobas Integra 400
plus (Roche) utilizando a cassete COBAS INTEGRA C-Reactive Protein (Latex)
(CRPLX) (Roche). A PRC humana aglutina-se a particulas de latex revestidas com
anticorpos anti-PCR monoclonais. O precipitado é determinado turbidimetricamente
a 552 nm. O resultado foi dado em miligramas por litro (mg/l) e o valor de referéncia
considerado € até 5 mg/l como normal conforme estipulado pelo kit utilizado.

Os valores de PSA foram obtidos através de registros do Laboratério de
Analises Clinicas do HUSM que realizou a dosagem em cada paciente devido a
solicitagdo médica. O resultado foi expresso em nanogramas por mililitros (ng/ml).

A determinagéo da tipagem sanguinea ABO foi realizada através da técnica
de tipagem reversa pela pesquisa de anticorpos presentes no soro do paciente. Para
tal foi utilizado reagentes de hemaceas-teste para prova reversa DiaCell ABO
(DiaMed) de acordo com as especificacdes da bula do reagente.



4.3 Materiais utilizados na realizacao da técnica

Laminas de vidro

Laminulas de vidro

Balanca

Processador automatico de tecidos (Jung Histokinette 2000, Leica)
Micrétomo (HM320, Leica)

Banho-maria histologico

Estufa a 60°C

Estufa a 37°C

Refrigerador (2-8°C)

Microondas

Céamara umida

Pipetador automatico

Ponteiras

Agua destilada

Parafina

Xilol

Etanol

Perdxido de hidrogénio 3% (solugao comercial)
Leite desnatado

Clara de ovo

Anticorpo primario (anti-A e anti-B)

Sistema de detecgao ultraestreptavidina (kit LSAB)
Solucao PBS

Solugéo tampéao PBS-diluente

Solucgao substrato cromogénico (reveladora)
Solugao tampéao citrato 10mM pH 6,0

Solucado de ATPS (aminopropilsilica) a 4% em acetona
Hematoxilina

Microscépio optico

Tubos de ensaio

Cloreto de Sédio
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Cloreto de Cobalto

Ditiotreitol

Espectrofotdmetro

Centrifuga de tubos

Cobas Integra 400 plus (Roche)

Cassete COBAS INTEGRA C-Reactive Protein (Latex) (CRPLX) (Roche)

Reagentes de hemaceas-teste para prova reversa DiaCell ABO (DiaMed)

4.4 Analise Estatistica

Na andlise estatistica foi inicialmente verificada a normalidade das variaveis
pelos testes de Lilliefors e Shapiro Wilks e depois a andlise ndo paramétrica pelos
testes de Kruscal-Wallis e teste U de Mann-Whitney para comparagdes duas a duas.
Foi realizado o teste de qui-quadrado para os cruzamentos. O software utilizado foi o
Statistica 7.0.



5. RESULTADOS

5.1 Parte |

Na a andlise imunohistoquimica para deteccao de antigenos eritrocitarios A
e B no tecido prostatico foram analisados 16 pacientes, sendo que 9 com
diagnéstico de adenocarcinoma prostatico e 7 com hiperplasia prostatica. A tipagem
sanguinea dos pacientes mostrou que daqueles com CaP, 4 sao do grupo O, 2 do
grupo B e 4 do grupo A enquanto que daqueles com HBP 4 sao do grupo O, 2 do
grupo B e 1 do grupo A. Os dados aparecem na Tabela 1.

A realizacdo da técnica IHQ, utilizando ora anti-A como anticorpo primario,
ora anti-B como anticorpo primario, mostrou que os pacientes O tanto com CaP ou
com HBP nao apresentaram coloragdo na visualizagao microscépica da lamina. Os
pacientes com HBP dos grupos A ou B apresentaram coloracao ap6s a utilizagéo do
anticorpo anti-A ou Anti-B, respectivamente. A localizagdo dos antigenos foi
visualizada na regiao apical do citoplasma das células glandulares acinares. Ja os
pacientes com CaP do grupo A ou B nao apresentaram coloracao apés a utilizacao
do anticorpo primério anti-A ou anti-B, mostrando que houve perda da expressao
dos antigenos A e B nas células neoplasicas prostaticas.

Tabela 1 — Numero de pacientes com HBP e CaP por tipagem sanguinea e reatividade
imunohistoquimica

Tipagem sanguinea N° de Imunomarcagéo
amostras
0] 4 Negativa
HBP B 2 Positiva
A 1 Positiva
0] 4 Negativa
CaP B 2 Negativa
A 3 Negativa

HBP — Hiperplasia benigna prostatica; CaP — Cancer de Préstata
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Figura 6 - A. Paciente com HBP e do grupo sanguineo A mostrando imunomarcacao apos a
utilizacdo do anticorpo anti-A. B. Paciente com CaP e do grupo sanguineo A nao mostra

imunomarcacao apos a utilizacao do anticorpo anti-A.

5.2 Parte Il

Para a avaliagdo sorolégica de PSA, IMA e PCR participou do estudo um
total de 249 pacientes. Eles foram divididos em 4 grupos: Controle; HBP; CaP e Pés-
tratamento (PT) para os pacientes que ja haviam recebido tratamento para CaP,
com 18, 102, 84 e 45 pacientes, respectivamente.

Inicialmente os valores obtidos a partir das dosagens foram analisados
como média e desvio padrdo. Depois foi realizada uma abordagem, avaliando os
resultados em faixas de concentragcbes para PSA e IMA, de acordo com valores de
referéncia preconizados. Para PSA foram utilizadas as faixas de concentragao de 0
a 4 ng/ml, 4 a 10 ng/ml e acima de 10 ng/ml e para IMA foram analisados os valores
como abaixo ou acima de 0,400 UABS.

5.2.1 Andlise dos valores de PSA e marcadores inflamatérios na populacao
estudada
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A primeira etapa avaliou as médias de PSA, IMA, PCR e idade para cada
grupo e os resultados podem ser visualizados na tabela 2.

O grupo Controle apresentou os menores resultados médios para as 4
variaveis analisadas (PSA, IMA, PCR e idade).

Avaliando juntamente todos os grupos sanguineos na dosagem do PSA,
obteve-se resultados inferiores a 2,5 ng/ml para os pacientes do grupo controle e
para o grupo que ja recebeu tratamento efetivo para CaP. Os valores elevados de
PSA foram observados em pacientes com CaP ou HBP, com resultados superiores a
4 ng/ml.

O valor do PSA no grupo controle (1,13 ng/ml) diferiu significativamente do
grupo HBP (18,69 ng/ml) e do grupo CaP (134,68 ng/ml), mas nao diferiu do grupo
PT (1,29 ng/dl). O grupo com HBP diferiu do grupo CaP.

Para a IMA, o maior valor encontrado foi para pacientes com HBP (0,415
UABS), estatisticamente diferente do grupo controle (0,312 UABS), mas sem
diferenca significativa dos grupos CaP (0,376 UABS) e PT (0,395 UABS).

A PCR nao mostrou diferenga significativa entre os 4 grupos Controle, HBP,
CaP e PT, sendo que a média das andlises mostrou valores inferiores a 5 mg/l,
sendo considerados normais.

A média das idades aumentou progressivamente nos grupos HBP (67,77
anos), CaP (69,96 anos) e PT (68,87 anos). Apesar do grupo controle ser diferente

dos demais, se encontra acima de 50 anos e na faixa de risco para a doenca.

Tabela 2 — Dados gerais dos pacientes participantes em relacao as variaveis PSA, IMA, PCR e
idade

PSA (ng/ml) IMA (UABS) PCR (mg/)) IDADE (anos)
(249)* (236) (110) (248)

Controle (18) |1,13+1,29** ¢*** |0,312+0,16 b |0,41+£0,35 a |53,65+11,61 ¢
HBP (102) 18,69+11565 b |0,415+0,16 a |0,78+1,15 a |67,77+8,64 b

CaP (84) 134,68 +745,17a |0,376 £+0,16ab |1,70+2,84 a |69,96+12,77 a
PT (45) 1,29 + 2,09 c |0,395 #0,16ab [1,31+266 a |68,87+7,58 ab

*Os numeros entre parénteses indicam o valor absoluto de participantes em cada grupo.*™ Os
resultados sao expressos como média + desvio padrdo. ***Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05). A letra a € sempre o valor mais
elevado.
PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, PCR: Proteina C
Reativa
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Na variavel IMA, a sua determinacao foi realizada com menor niumero de
amostra devido a insuficiéncia de amostra para a realizacdo da técnica. Para a
analise da PCR, o nimero da amostra foi menor devido a falta de reativo para que a
totalidade das amostras pudessem ser processadas e de um paciente ndo foi obtida
a idade.

5.2.2 Variacoes dos valores de PSA, IMA e PCR relacionados a tipagem sanguinea
ABO

A tipagem sanguinea mostrou que 123 pacientes eram do tipo O, 92 do tipo
A, 21 do tipo B e 10 do tipo AB. A figura 7 mostra o grafico do numero de pacientes
de acordo com a tipagem sanguinea nos grupos estudados.
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40 3434
30 23
, 16
20 o . 11 ,
10 2 4 4 0 3 0
0] A B AB

Tipagem Sanguinea

Numero de Pacientes

0O Controle o0 HBP m CaP o PT

Figura 7 — Grafico do numero de pacientes em relacao a tipagem sanguinea e
aos grupos estudados
HBP: Hiperplasia Benigna Prostatica, CaP: Cancer de Préstata, PT: Pés-tratamento

A dosagem de PSA nos pacientes do grupo O foi de acordo com a analise
de todos os pacientes. O grupo Controle (0,93 ng/ml) ndo foi significativamente
diferente do grupo PT (1,50 ng/ml), ambos com resultados considerados dentro da
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faixa normal, mas foi estatisticamente diferente dos grupos HBP (27,80 ng/ml) e CaP
(40,00 ng/ml), ambos com valores alterados acima de 4 ng/dl mas estatisticamente
diferentes entre si.

A analise da IMA mostrou que o grupo Controle (0,275 UABS) é diferente do
grupo HBP (0,440 UABS), mas nao dos grupos CaP (0,415 UABS) e PT (0,385
UABS).

A PCR nao mostrou diferenca significativa entre os grupos Controle (0,49
mg/l), HBP (0,80 mg/l), CaP (1,62 mg/l), e PT (0,74 mg/l), todos com valores na faixa
normal.

Em relacdo a idade no tipo sanguineo O, o grupo Controle (53,50 anos)
apresentou diferenga significativa em relacdo aos demais grupos que apresentaram
idade mais elevada, sendo todos acima de 50 anos.

A relacao das médias das dosagens de PSA, IMA, PCR e idade nos grupos
Controle, HBP, CaP e PT para os pacientes do grupo sanguineo O esta na tabela 3.

Tabela 3 - Dados dos pacientes do grupo sanguineo O em relacao as variaveis PSA, IMA, PCR
e idade

PSA (ng/ml) IMA (UABS) PCR (mg/)) IDADE (anos)
(123)* (118) (53) (123)
Controle (8) 0,93 £0,55 ¢™ |0,275+0,15 b |0,49%0,44 a |53,50 12,49 Db
HBP (50) 27,80 +161,83b |0,440+0,15 a |0,80+1,17 a |68,54+805 a
CaP (42) 40,00+ 96,83 a |0,399+ 0,16 ab |1,62+264 a |70,19+13,19 a
Pirat (23) 1,50+217 ¢ |0,385+0,15 ab|0,74+0,83 a |6952+822 a

*Os numeros entre parénteses indicam o valor absoluto de participantes em cada grupo.™ Os
resultados sao expressos como média + desvio padrdo. ***Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05).

PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, PCR: Proteina C
Reativa

Nos pacientes do grupo sanguineo A a média das concentracoes de PSA
mostrou que todos os grupos foram estatisticamente diferentes uns dos outros. O
grupo PT apresentou os menores valores (0,53 ng/ml), seguido dos grupos Controle
(1,44 ng/ml), HBP (12,54 ng/ml) e CaP (280,69 ng/ml).

A determinacao da IMA mostrou que a média do grupo CaP foi a mais baixa
(0,343 UABS) e o grupo PT a mais elevada (0,453 UABS), sendo estatisticamente
diferentes. Os grupos controle (0,377 UABS) e HBP (0,398 UABS) apresentaram
resultados intermediarios e ndo diferentes dos demais grupos.
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As médias de PCR nos 4 grupos também nao mostraram diferenca
significativa para os pacientes com tipagem sanguinea A, todos com resultados nos
valores de referéncia.

Em relacdo a idade, os pacientes do grupo sanguineo A mostraram
diferenca significativa com o grupo controle, que apresentou idade mais baixa.

A relacao das médias das dosagens de PSA, IMA, PCR e idade nos grupos

Controle, HBP, CaP e PT para os pacientes do grupo sanguineo A esta na tabela 4.

Tabela 4 - Dados dos pacientes do grupo sanguineo A em relacao as variaveis PSA, IMA, PCR
e idade

PSA (ng/ml) (92)* IMA (UABS) PCR (mg/l) IDADE (anos)
(84) (43) (91)

Controle (8) |1,44 +0,80™ ¢**|0,377+£0,18 ab |0,39+0,30 a 55,71 £11,69 ¢
HBP (34) 12,54+42,11 b |0,398+0,17ab |0,86+1,22a 67,24 +10,00 ab
CaP (34) 280,69 +1160,95a |0,343+0,16 b |[1,89+3,33a 71,29+7,48 a
Ptrat (16) 0,53 + 0,68 d 0,453+0,69 a |2,08+3,90a 66,38 +6,76 b

*Os numeros entre parénteses indicam o valor absoluto de participantes em cada grupo.™ Os
resultados sao expressos como média + desvio padrdo. ***Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05).

PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, PCR: Proteina C
Reativa

Os grupos dos pacientes com tipagem sanguinea B apresentaram média
das concentracbes de PSA significativamente iguais, apesar da variacdo entre
resultados considerados normais (< 4 ng/dl) e alterados (> 4 ng/dl). As médias mais
elevadas estao nos grupos HBP (6,14 ng/ml) e CaP (18,35 ng/ml) e as mais baixas
nos grupos Controle (0,67 ng/ml) e PT (2,46 ng/ml).

Os pacientes do grupo sanguineo B ndo apresentaram diferenca nas
médias da determinagdo da IMA e o maior resultado ocorreu no grupo CaP (0,426
UABS).

Com relacdo a PCR, os 4 grupos mostraram média das dosagens sem
diferengas, sedo que a concentragdo mais elevada foi no grupo CaP (1,32 mg/l),
mas ainda considerado normal.

A relacao das médias das dosagens de PSA, IMA, PCR e idade nos grupos
Controle, HBP, CaP e PT para os pacientes do grupo sanguineo B esta na tabela 5.
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Tabela 5 - Dados dos pacientes do grupo sanguineo B em relacao as variaveis PSA, IMA, PCR
e idade

PSA (ng/ml) IMA (UABS) PCR (mg/l) IDADE (anos)
(21)* (21) (12) (21)
Controle (2) 0,67 £0,06** a*** | 0,344 + 0,19 a 0,21+0,20 a 47,00+ 11,31 a
HBP (11) 6,14+584 a |0,325+0,77 a 0,75+1,39 a 67,36 £8,46a b
CaP (4) 18,35+31,04a |0,426+0,15 a 1,32+1,89 a 51,25 +30,35b
Ptrat (4) 246+458 a ]0,329+0,15 a 0,51+0,13 a 75,75+4,11 a

*Os numeros entre parénteses indicam o valor absoluto de participantes em cada grupo.™ Os
resultados sao expressos como média + desvio padrdo. ***Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05).

PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, PCR: Proteina C
Reativa

Para o grupo sanguineo AB, houve pacientes apenas para os grupos HBP
e CaP e nao houve amostra de soro suficiente para a determinagao da PCR.

Os grupos HBP (3,25 ng/ml) e CaP (0,38 ng/ml) mostraram-se diferentes
em relacdo a dosagem de PSA.

A IMA nao se mostrou diferente nos grupos HBP (0,450 UABS) e CaP
(0,423 UABS) nos pacientes AB.

A idade foi estatisticamente diferente entre os 2 grupos, sendo mais baixa
nos pacientes com HBP (65,57 anos) em relacdo aqueles com CaP (79 anos).

A relagdo das médias das dosagens de PSA, IMA e idade nos grupos HBP

e CaP para os pacientes do grupo sanguineo AB esta na tabela 6.

Tabela 6 - Dados dos pacientes do grupo sanguineo AB em relacao as variaveis PSA, IMA e
idade

PSA (ng/ml) IMA (UABS) IDADE (anos)

(10)* (10) (10)
HBP (7) 3,25+1,03**a*** |0,450+ 0,15 a |6557+6,78 a
CaP (3) 0,38+0,06 b 0,423+0,14 a |79,00+4,36 b

*Os numeros entre parénteses indicam o valor absoluto de participantes em cada grupo.™ Os
resultados sao expressos como média + desvio padrdo. ***Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05).

PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia

5.2.3 Variagbes de PSA, marcadores inflamatérios entre os grupos ABO nas
diferentes alteracdes prostaticas
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Foi realizada comparacao dos valores de PSA, IMA, PCR e idade entre os
diferentes grupos sanguineos (TS) nos 4 grupos analisados, Controle, HBP, CaP e
PT. Os resultados sdo mostrados nas tabelas 7, 8, 9 e 10.

A tabela 7 mostra os resultados do grupo controle. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos sanguineos A, B e O na anadlise das
variaveis PSA, IMA, PCR e idade.

Tabela 7 — Comparacao entre os grupos sanguineos para as variaveis PSA, IMA, PCR e idade
no grupo controle

TS PSA (ng/ml) IMA (UABS) PCR (mg/l) IDADE (anos)
A 1,44 a 0,341 a 039 a 55,71 a
B 0,67 a 0,344 a 021 a 47,00 a
0 093 a 0,275 a 049 a 53,50 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney
(p<0,05).

TS: Tipagem Sanguinea, PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela
Isquemia, PCR: Proteina C Reativa

Os pacientes com HBP apresentam os resultados na tabela 8. Em relacao
as variaveis PSA, PCR e idade nao houve diferenga na comparacao entre 0s grupos
sanguineos. Apenas a variavel IMA mostrou alguma diferenga. Os grupos O e B sao
significativamente distintos um do outro com valores de UABS de 0,325 e 0,440,
respectivamente, mas nao sao diferentes dos grupos A e AB, com valores

intermediarios.

Tabela 8 - Comparacao entre os grupos sanguineos para as variaveis PSA, IMA, PCR e idade
no grupo HBP

PSA (ng/ml) IMA (UABS) PCR (mg/l) IDADE (anos)
A 12,54 a* 0,398 ab 0,86 a 6724 a
AB 325 a 0,450 ab 0,13 a 65,57 a
B 614 a 0,325 b 075 a 67,36 a
0 2780 a 0,440 a 080 a 6854 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney
(p<0,05).
PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, PCR: Proteina C
Reativa

Na tabela 9 observa-se as médias para o grupo CaP. Para a IMA e a PCR
nao ha diferenga entre os grupos A, AB, B e O. Para o PSA, o valor mais elevado foi
do grupo sanguineo A (288,95 ng/ml), sendo distinto do grupo AB (2,33 ng/ml), mas
nao dos grupos B (18,35 ng/ml) e O (40,00 ng/ml). A idade também variou entre os
grupos sanguineos, sendo mais elevada no grupo AB (78,5 anos) e menor no grupo
B (51,25 anos).
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Tabela 9 - Comparacao entre os grupos sanguineos para as variaveis PSA, IMA, PCR e idade

no grupo CaP
PSA (ng/ml) IMA (UABS) PCR (mg/l) IDADE (anos)
A 288,95 a 0,369 a 1,89 a 71,12 b
AB 2,33 b 0,384 a 78,50 a
B 18,35 ab 0,426 a 1,32 a 51,25 ¢
0 40,00 a 0,413 a 1,62 a 70,19 abc

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney

(p<0,05).

PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, PCR: Proteina C

Reativa

O grupo PT nao apresentou variacées entre 0s grupos sanguineos para as
variaveis PSA, IMA, PCR e idade, conforme a tabela 10.

Tabela 10 - Comparacao entre os grupos sanguineos para as variaveis PSA, IMA, PCR e idade

no grupo PT
PSA (ng/ml) IMA (UABS) PCR (mg/l) IDADE (anos)
A 0,53 a* 0,453 a 2,08 a 66,38 a
AB 2,84 a 0,255 a 66,00 a
B 2,46 a 0,329 a 0,51 a 75,75 a
O 1,50 a 0,385 a 0,74 a 69,52 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste U de Mann-Whitney
(p<0,05).
PSA: Antigeno Prostatico Especifico, IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, PCR: Proteina C
Reativa

5.2.4 Distribuicao da populacédo de acordo com os niveis de PSA e IMA

A segunda etapa foi constituida da analise do nimero de pacientes em
diferentes faixas de concentracdo de PSA (em ng/ml) e de IMA (em UABS).

Para a dosagem de PSA foi analisado o numero de pacientes nas
concentragdes de 0 a 4 ng/ml, 4 a 10 ng/ml e maior que 10 ng/ml para os grupos
CaP e HBP e os resultados estao na tabela 11. Comparando os grupos CaP e HBP,
eles se mostraram diferentes. Maior niumero de pacientes com CaP obteve dosagem
de PSA acima de 10 ng/ml, enquanto que a maioria dos pacientes com HBP teve
dosagem de PSA até 4 ng/ml. Dos 45 pacientes do grupo CaP com PSA acima de
10 ng/ml, oito apresentaram valor de PSA acima de 100 ng/ml. Em relagdo aos
pacientes do grupo HBP, dos 11 com PSA acima de 10 ng/dl, dois alcancaram PSA
acima de 100 ng/ml.
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Tabela 11 — Numero de pacientes com CaP e HBP nas faixas de concentracao de PSA

PSA (ng/ml) | Controle | CaP* |HBP*
0}4,0 18 |20 51
4,0 |10 0 19 40
10 | 100 0 45 11

*p <0,05 — diferenca significativa entre grupo CaP e HBP pelo teste do qui-quadrado
PSA: Antigeno Prostatico Especifico, CaP: Cancer de Préstata, HBP: Hiperplasia Benigna Prostatica

Para a IMA, o ponto de corte utilizado foi 0,400 UABS na comparacéao entre

os grupos CaP e HBP, os quais ndo se mostraram diferentes quanto ao numero de

pacientes acima e abaixo de 0,400 UABS. Os resultados estao na tabela 12.

Tabela 12 — Numero de pacientes com CaP e HBP nas faixas de UABS para IMA.

IMA Controle | CaP* | HBP*
< 0,400 12 37 46
> 0,400 6 38 47

*p>0,05 — diferenca nao significativa entre grupos CaP e HBP pelo teste do qui-quadrado
IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, CaP: Cancer de Préstata, HBP: Hiperplasia Benigna
Prostatica

5.2.5 Distribuicao da populacéo estudada de acordo com os niveis de PSA e IMA em
relacdo a tipagem sanguinea

As mesmas andlises foram feitas para PSA e IMA, separando os pacientes
com CaP e HBP em grupos sanguineo O e ndo-O (A + B + AB). Nao houve
diferenca significativa para o numero de pacientes com CaP e com HBP para as
diferentes faixas de concentracao de PSA entre o grupo O e o grupo A + B + AB,
conforme mostra a tabela 13.

Tabela 13 — Pacientes com CaP e HBP dos grupos sanguineos O e nao-O nas faixas de
concentracido de PSA

CaP* HBP*
PSA (ng/ml) A+B+AB [0} A+B+AB o)
040 11 9 26 25
4,0 }10,0 7 12 19 21
>10,0 23 22 7 4

*p>0,05 — diferenca ndo significativa na comparagao dos grupos O e nao-O tanto para CaP quanto

para HBP

PSA: Antigeno Prostatico Especifico, CaP: Cancer de Préstata, HBP: Hiperplasia Benigna Prostatica
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Na tabela 14 esta a analise para IMA em relacdo ao numero de pacientes

acima e abaixo de 0,400 UABS nos grupos sanguineos O e A + B + AB com CaP e

com HBP. Nao houve diferenca entre os grupos sanguineos pela analise estatistica.

Tabela 14 - Pacientes com CaP e HBP dos grupos sanguineos O e nao-O nas faixas de

absorbancia de IMA

CaP* HBP*
IMA (UABS) A+B+AB O A+B+AB O
<0,400 20 17 22 24
>0,400 15 23 24 23

*p>0,05 — diferenca ndo significativa na comparagao dos grupos O e nao-O tanto para CaP quanto

para HBP

IMA: Albumina Modificada pela Isquemia, CaP: Cancer de Préstata, HBP: Hiperplasia Benigna

Prostatica



6. DISCUSSAO

6.1 Parte |

A avaliacdo imunohistoquimica dos antigenos eritrocitarios A e B pela
técnica da imunoperoxidase utilizando antigenos anti-A e anti-B no tecido prostéatico
mostrou que os pacientes do grupo sanguineo O ndo apresentaram imunomarcacao
nas células, sendo elas neoplasicas ou hiperplasicas (Tabela 1). Isso ocorre porque
esses pacientes ndao possuem as transferases A e B para a implantacdo dos
residuos de acucar especifico nas superficies das células (HENRY, 1999;
BATISSOCO e NOVARETTI, 2003).

As amostras de pacientes dos grupos A e B apresentaram imunomarcacao na
regiao apical do citoplasma das células glandulares acinares (Figura 6) conforme
exposto por RAVN (2000) apenas nos pacientes com diagnostico de HBP. Os
pacientes dos grupos sanguineos A e B com células neoplasicas nao expressaram
os antigenos no tecido lesado como ja demonstrado em outros tecidos neoplasicos
(HIROHASHI, 1984a; HIROHASHI, 1984b; ORNTOFT et al, 1988; ORNTOFT, 1996;
GAO et al, 2004). Essas evidéncias demonstram que a perda dos antigenos nas
células pode ser uma evidéncia de agressividade e pior prognéstico, ja& que as
células neoplasicas deixam de expressar tais residuos na sua superficie
(YAMAMOTO, 2004; HAKOMORI, 1999; AGUIAR et al (2002). A falta dos agucares
A e B na membrana celular pode atuar como um facilitador para que as células
aumentem sua motilidade e possam se instalar em um local distante do sitio primario
da doenca, o que caracteriza a metastase (LE PENDU, 2001), que também é um
sinal de evolucao da neoplasia, com pior prognéstico. Infelizmente os pacientes nao
foram acompanhados clinicamente, portanto a condigdo auséncia ou presenca de
metastase nao foi avaliada.

A analise realizada ndo permite supor a causa da perda da expressdao dos
antigenos A e B nas células neoplasicas, apenas relaciona-la com a gravidade da

doencga.
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6.2 Parte Il

A Parte |l constituiu-se da analise no soro para avaliagdo do PSA, da IMA e
da PCR nos grupos controle, HBP, CaP e PT.

A determinacdo de PSA nos diferentes grupos estudados (Tabela 2)
comportou-se conforme dados ja registrados na literatura. A avaliacdo separando os
pacientes por grupo sanguineo mostrou os mesmo resultados. Os pacientes do
grupo controle e aqueles apds o tratamento efetivo para o CaP mostraram valores
mais baixos e inferiores a 2,5 ng/ml, sugerindo que o valor de 4 ng/ml é elevado
como referéncia e pode ser diminuido, a fim de evitar que alguns casos de CaP
deixem de ser investigados porque o nivel de PSA ficou inferior ao de referéncia,
uma vez que valores de PSA entre 2,5 e 4,0 ng/ml e entre 4,0 e 10,0 ng/ml tém o
mesmo risco de obter resultado positivo para CaP conforme Thompson et al (2007).
Dessa forma, o ponto de corte de 4,0 ng/ml nao parece ser satisfatorio.

Os pacientes com alteragdo prostatica, seja HBP ou CaP, apresentaram
valores bem superiores aos controles e acima de 4ng/dl. Apesar de os dois grupos
apresentarem valores elevados, a andlise estatistica demonstrou que pacientes com
CaP tém concentracao sérica de PSA superior aqueles com HBP. Isso mostra que
pacientes com neoplasia exibem os maiores valores de PSA, embora ndo se possa
avaliar somente pela dosagem do PSA se a alteracdo prostatica € benigna ou
maligna, evidenciando a inespecificidade da proteina para um diagndstico correto,
de acordo com relatos anteriores (HENRY, 1999; JAIN et al, 2002).

Os grupos A e O (Tabelas 3 e 4) sdao os que contém o maior numero de
pacientes, por isso as médias de PSA manteve-se como na andlise geral dos
pacientes. Os grupos Controle e PT apresentaram as menores dosagens, seguidos
pelos grupos HBP e CaP com valores mais elevados. As diferencas observadas sao
estatisticamente diferentes em ambos 0s grupos sanguineos, apenas houve
semelhanca entre os resultados de PSA entre Controle e PT no grupo O.

Nos pacientes do grupo sanguineo B (Tabela 5), a andlise estatistica nao
mostrou diferenca significativa entre as médias de PSA nos grupos estudados.
Apesar disso, os pacientes com CaP e HBP obtiveram médias das concentracdes
acima de 2,5 ng/dl. Os pacientes do grupo AB (Tabela 6) mostraram resultados
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controversos em relacdo ao PSA nos grupos HBP e CaP. Isso provavelmente
ocorreu devido ao pequeno numero de amostras e ao tratamento com
hormonioterapia realizado pelos pacientes com neoplasia. Mesmo assim, 0s
pacientes com HBP obtiveram valor superior a 2,5 ng/dl.

Através da tabela 11 € possivel observar o numero de pacientes em
diferentes concentracbes de PSA. Enquanto que metade dos pacientes com HBP
apresentou PSA entre 0 e 4 ng/ml, a grande maioria dos pacientes com CaP
mostrou concentragcbes mais elevadas, sendo que mais da metade obteve PSA
acima de 10 ng/ml, sendo essa diferenca estatisticamente significativa. Todos os
pacientes do grupo controle obtiveram PSA abaixo de 4 ng/ml, sendo que o valor
mais elevado foi 2,91 ng/ml. Esses valores concordam com os dados de Hernandez
& Thompson (2004) como sendo compativeis com tecido prostatico sem alteragdes.

O grande aumento da medida da concentracdo do PSA ocorre devido as
alteracoes morfoldgicas e perda da arquitetura da glandula prostatica de acordo com
JAIN et al (2002). Os resultados obtidos confirmam essa hipétese, demonstrando
que 0 processo neoplasico afeta mais a morfologia glandular que o processo
hiperplasico.

Quando os pacientes foram divididos em grupo sanguineo O e nao-O, néo
ocorreu diferenca no niumero de pacientes em cada faixa de concentracao de PSA,
mostrando a nao interferéncia do grupo sanguineo dentro de cada situagao clinica,
CaP e HBP, conforme a tabela 13.

A IMA é uma proteina recentemente avaliada, que se forma em casos de
hipoxia e que ainda ndo possui valores de referéncia para sua determinagéo, apenas
alguns autores propuseram valores de absorbancia para confirmar ou excluir
situagdes clinicas de isquemia do miocardio e embolia pulmonar (BAR-OR et al,
2000; TUREDI et al, 2007).

Os dados gerais dos pacientes estudados (tabela 2) mostraram que houve
diferenga significativa entre o grupo Controle (0,312 UABS) e o grupo HBP (0,415).
O ultimo foi o Unico que apresentou valor de absorbancia acima de 0,400. A mesma
diferenca significativa manteve-se nos pacientes do grupo sanguineo O, no qual os
valores de IMA no grupo HBP foi 0,440 UABS e no grupo controle foi 0,275 UABS
(tabela 3). Os pacientes com tipagem sanguinea AB também apresentaram média
de IMA acima de 0,400 UABS, mas a comparacdo com o grupo controle nao foi
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possivel porque ndo havia voluntario deste grupo sanguineo no grupo controle
(tabela 6).

Este fato torna-se importante na avaliacao do diagndstico do infarto agudo do
miocardio, pois alguns autores (BAR-OR et al, 2000; SINHA et al, 2004; MELANSON
& TANASIJEVIC, 2005) propéem o uso da IMA como marcador para tal situacao
devido a hipoxia instalada. Na possibilidade de a IMA estar aumentada em pacientes
com HBP, torna-se necessario o conhecimento desse diagnostico prostatico quando
da avaliacdo de hipbxia cardiaca, pois a condicdo hiperplasica pode ser a
responsavel pelo maior valor de absorbancia da amostra, e ndo a condicdo de
infarto agudo do miocardio somente. O fato se torna mais importante porque as duas
condigdes clinicas geralmente ocorrem na mesma faixa etaria, a partir dos 50 anos
(SINHA et al, 2004; UNTERGASSER et al, 2005; NICKEL, 2007).

A IMA ja foi caracterizada como ndo sendo especifica para o tecido
miocardico (SINHA et al, 2004). Situacées de embolia pulmonar (TUREDI et al,
2007) e de anemia associada a doencga renal cronica (CICHOTA et al, 2008)
também foram relacionadas ao aumento da proteina. O presente trabalho aponta
mais uma condicéo clinica que gera maior formacao desta proteina. Desta forma, a
utilizacdo da IMA como marcador de isquemia cardiaca deve ser avaliada com
cuidado e sem descartar a histéria clinica do paciente.

Sao necessarios novos estudos para avaliar a relacdo entre IMA, infarto
agudo do miocardio e HBP, propor valores de referéncia e utilizar a proteina como
marcador de isquemia do miocardio.

A maior formacao da IMA em pacientes com HBP pode ocorrer devido ao
carater inflamatério envolvido no processo hiperplasico (MISHRA, 2007; NICKEL,
2007; WANG et al, 2008), pois a inflamacdo produz espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio capazes de alterar a estrutura da albumina e formar IMA
(BAR-OR et al, 2000; DE MARZO et al, 2003; MELANSON et al, 2005). Este mesmo
processo ocorre na carcinogénese (DEMARZO et al, 1999; BALKWILL et al, 2001;
COUSSENS et al, 2002; SCHOTTENFELD et al, 2006), por isso valores de IMA
maiores que 0,400 UABS foram observados em pacientes com CaP nos grupos
sanguineos B e AB (tabelas 5 e 6). Apesar desses valores, a relacéo entre CaP e
IMA é apenas sugerida, pois 0 numero de pacientes dos grupos B (4) e AB (3) é
muito pequeno, sendo necessarios mais estudos acerca do assunto. Os grupos O
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(42) e A (34) apresentaram maior numero de pacientes com CaP e a média da IMA
nao ultrapassou 0,400 UABS.

Avaliando os pacientes dos grupos CaP e HBP utilizando o ponto de corte de
0,400 UABS sugerido por BAR-OR et al (2000), nao ha diferenca significativa entre
0s grupos (tabela 12), nem quando ocorre a divisdo entre grupos sanguineos O e
nao-O (tabela 14).

As médias obtidas para a concentracdto da PCR foram todos
significativamente iguais entre os grupos Controle, HBP, CaP e PT, inclusive quando
0S grupos sanguineos foram analisados separadamente. As médias se encontram
abaixo do valor de referéncia maximo de 5 mg/I.

Apesar de nao haver diferenca estatistica entre as situacées, o grupo CaP
apresentou valores 4 vezes mais elevado e grupo HBP quase 2 vezes maior que o
grupo Controle.

Aparentemente a PCR néo se relaciona com a presenca de neoplasia pelos
resultados obtidos, embora alguns estudos ja descreveram tal correlacdo (LATIF et
al, 2002; IL'YASOVA et al, 2005; LEHRER et al, 2005) pois ha a demonstracao da
associacao entre processo inflamatério e carcinogénese (BALKWILL et al, 2001;
COUSSENS et al, 2002).

Da mesma forma que os resultados obtidos por Platz et al (16), os grupos
HBP, CaP e PT apresentaram média da concentracao de PCR mais elevada que no
grupo controle, mas os resultados ndo foram estatisticamente diferentes.

A inflamagé&o que se correlaciona com a carcinogénese pode ser de carater
mais brando ou crénico, o que nao causaria um aumento exagerado na sua
concentracdo, e o ideal seria comparar com valores obtidos anteriormente, pois a
PCR tem concentragdo caracteristica em cada individuo (PEPYS & HIRSHFIELD,
2003).

A comparacédo da PCR entre os grupos sanguineos nao mostrou diferencas
significativas (Tabelas 7 a 10), mostrando que a presenca ou auséncia dos
antigenos A e B nao interfere no carater inflamatorio.

Um fato que ndo se pode excluir € que a dosagem da PCR foi a ultima a ser
realizada, quando o soro ja havia sofrido ciclo de gelo e degelo, o que pode ter
desnaturado a proteina e proporcionado valores inferiores ao real.

Desta forma, a relagdo entre inflamacao e carcinogénese nao pode ser

descartada nem confirmada.



7. CONCLUSAO

O processo neoplasico prostatico afeta as caracteristicas celulares,
ocorrendo perda dos antigenos A e B glandulares nos pacientes dos grupos
sanguineos A, B e AB, enquanto que o processo hiperplasico nao mostrou tal perda.

A caracteristica inflamatéria presente em casos de CaP e HBP mostraram-
se brandas e ndo conclusivas através da dosagem da PCR, nao ultrapassando os
valores de referéncia para a proteina, apesar dos valores para HBP e CaP serem
quase 2 vezes maior e 4 vezes maior, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle.

A determinagdo da IMA foi util para avaliar o estresse oxidativo nos
processos hiperplasicos e neoplasicos. Foram encontrados valores acima de 0,400
UABS em pacientes com HBP tanto na avaliacdo geral quanto nos pacientes do
grupo O e AB, e esse fato deve ser considerado numa avaliacdo isquémica
miocardica.

A tipagem sanguinea dos grupos A, B e O ndo mostraram diferenca

significativa na média das determinacdes de PSA, IMA e PCR.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

O projeto de pesquisa intitulado “Associacdo de antigenos ABO com
antigenos do cancer prostatico” sera realizado pela mestranda Aline Klein Mastella
sob orientacdo do Professor Doutor José Edson Paz da Silva. Os avancos na area
da saude ocorrem através de estudos como este, portanto a participacdo de
voluntarios € importante.

O objetivo deste estudo € verificar se o desenvolvimento do cancer de
préstata esta relacionado com substancias A e B do grupo sanguineo. Também vai
avaliar o papel da inflamacéao e da hipdxia (falta de oxigenagéo) nesse caso.

A sua participacdo na pesquisa sera a permissao da utilizacdo do tecido
prostatico para anadlise laboratorial apds a bidpsia indicada pelo seu médico e a
permissao na utilizacdo do seu sangue apods as analises solicitadas pelo seu
médico.

Os métodos de avaliacao nao oferecem risco a sua saude.

Todas as informagdes necessarias para o projeto de pesquisa serao
confidenciais, serdo utilizadas apenas para o projeto de pesquisa e cada paciente
serd identificado com um namero.

A sua nao concordancia ou a sua desisténcia em participar do projeto de
pesquisa nao implicara em prejuizo no seu atendimento. O projeto de pesquisa nédo

prevé ressarcimento.

Eu, , declaro que fui informado dos

objetivos, justificativas e procedimentos necessarios a pesquisa. As minhas duvidas
foram respondidas e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer
momento. Sou livre para interromper minha participagdo no projeto de pesquisa a
qualquer momento, sem que isto implique em prejuizo no meu atendimento. O meu
nome nao sera divulgado e nao receberei ressarcimento. Eu concordo em participar

do estudo.

Santa Maria, /]

Assinatura do voluntario ou responsavel

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do pesquisador orientador

Telefone para contato com os pesquisadores: 9969-4550 (Aline)
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APENDICE B - Técnica de Imunoperoxidase — Método Estreptoavidina-Biotina

Técnica de Imunoperoxidase — Método Estreptoavidina-Biotina

1. Blogueio da peroxidase enddgena:

A atividade da peroxidase é inibida tratando o tecido com solucdo de perdxido de
hidrogénio 3% em 2 banhos de 10 min.

Realizar lavagem padréao.

2. Recuperacao antigénica:

As amostras fixadas em formol formam ligacoes aldeido-proteina que podem alterar,
destruir ou mascarar alguns antigenos. Como recurso para recuperacao desses
antigenos sao utilizados:

- enzimas proteoliticas (tripsina, pepsina, proteina se-K)

- calor (irradiacédo por microondas, vapor, banho-maria etc)

Nesta pesquisa foi utilizado o calor por microondas para a recuperacao antigénica.
Colocar as laminas em um suporte com fundo vazado, o qual é colocado num
recipiente com capacidade de aproximadamente 1 litro e preenchido com tampao
tris-EDTA pH 9,0.

A recuperacdo antigénica € alcancada em 25 min 30 s na poténcia maxima de um
aparelho microondas de 800W.

Deixar esfriar por 1 h a temperatura ambiente para completar o processo de
recuperacao.

Proceder a lavagem padrao por 5 min com agua corrente e 2 min em agua destilada.

3. Blogueio da avidina endogena:
Imergir as laminas em solugao de clara de ovo em agua destilada por 15 min.

Realizar a lavagem padréao.

4. Bloqueio das reacdes inespecificas:
Mergulhar as Iaminas em leite desnatado por 30 min.

Lavagem padrdo por 5 min com agua corrente e 2 min em agua destilada.
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Mergulhar em PBS por 5 min.

5. Incubagédo com anticorpo primario:

Secar cuidadosamente as laminas e pingar sobre os cortes histoldégicos o anticorpo
em diluicdo apropriada, deixando por 15-18h no refrigerador em camara umida.
Utilizar anti-A e anti-B humano de origem murina como anticorpo primario, utilizados
em cortes diferentes. Como cada paciente tera 3 cortes histologicos, no primeiro
adicionar o anti-A, no segundo anti-B e no terceiro ndo adicionar o anticorpo

primario. Este ultimo atua como um controle negativo da reacgéo.

6. Incubagao com anticorpo secundario:

Lavar as laminas com um jato de PBS para interromper a reagcdo com o anticorpo
primario.

Colocar as laminas em uma cuba contendo PBS e deixar por 10 min (trocar a
solugdo a cada 5 min).

Secar as laminas e incuba-las com o anticorpo secundario (anti IgG de origem
murina) conjugado a biotina conforme tempo e temperatura indicada pelo fabricante.

(kit LSAB: 30 min a temperatura ambiente).

7. Amplificagdo com avidina-biotina:
Realizar a lavagem padrdo e pingado sobre o corte o complexo avidina-biotina-
peroxidase. (kit LSAB: 30 min a temperatura ambiente)

8. Revelagao:

Realizar a lavagem padrao e mergulhar as laminas numa solucdo de cromégeno
[DAB (diaminobenzidina)/PBS (salina tamponada com fosfato)/agua oxigenada] por
3 min no escuro.

Lavagem padréo.

9. Contra-coloracéo:
A contra-coloracdo € feita com hematoxilina previamente filtrada deixando as
laminas em imersao por 1-3 min.

Lavagem padréo.
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10. Desidratar, clarificar, montar, etiquetar:

A desitratacao é feita deixando as laminas mergulhadas em etanol de diferentes
concentracdes (96, 90, 80 e 70GL) por 2 min em cada.

A clarificagdo € realizada deixando as laminas mergulhadas por 2 min em 2
recipientes com xilol.

Montar ldmina e laminula utilizando balsamo.

Etiquetar as laminas para identificagcao.

Preparo das solucoes reagentes

Tampao PBS (Solucéo salina tamponada com fosfatos) 0,01M pH 7,2-7,4

Cloreto de sédio p.a. 7,29
Fosfato de sédio dibasico anidro p.a. 1,48 ¢
Fosfato de sédio monobasico di-hidratado p.a. 0,43 ¢
Agua destilada asp 1000 ml

Solugéo tampéao PBS-diluente

Soroalbumina bovina (BSA) 1,09
Azida sédica p.a. (NaN3) 0,19
Tampao PBS gsp 100 ml

Tris-EDTA pH 9,0

EDTA ( écido etileno diamino tetracético) 0,37 ¢g
Tris base 1,21 ¢
Agua destilada asp 1000 ml

Se necessario ajustar o pH com HCI 1N ou NaCl 1N



Solucgao substrato cromogénico (reveladora)

Diaminobenzidina (DAB)
Per6xido de hidrogénio 3%

Tampao PBS

Solucgao de clara de ovo
Clara de ovo

Agua destilada

Solugéo de cloreto de cobalto 0,1%

Cloreto de cobalto

Agua destilada

Solugéo de Ditiotreitol 1,5 mg/ml

Ditiotreitol

Agua destilada

Solucgao de Cloreto de sédio 0,9%

Cloreto de so6dio

Agua destilada

80

72 mg
1,2 ml

gsp 120 ml

2 unidades

200 mi

100 mg
100 ml

150 mg
100 ml

0,99
100 ml



