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Resumo

RESUMO

O cancro da préstata, que constitui a segunda maior causa de morte por cancro nos
homens a seguir ao cancro do pulmio, € uma doenga que encurta dramaticamente a
esperanga de vida. A excep¢do dos tumores da pele, nas sociedades ocidentais € a
neoplasia maligna mais frequente no homem. Ainda hoje, ndo se dispde de tratamento
eficaz para a maioria dos carcinomas prostiticos. Assim, a imunologia tumoral ¢ uma
drea potencial para o desenvolvimento de estratégias terap€uticas.

O Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC) desempenha um papel
fundamental na resposta imune. E bem conhecida a associagio de um ou virios alelos
HLA a inimeras doengas do foro imune.

Estd bem definido que o reconhecimento de células tumorais por parte dos linfécitos
T CD8", requer a presenca a superficie da célula de antigénios HLA classe I ¢ de
peptideos derivados do tumor. A sintese e apresentacdo de moléculas HLA classe I
funcionais envolve uma série de eventos, que podem ser afectados por vérios
mecanismos e levar a alteragdes no nivel de expressdo destas moléculas a superficie das
células. Segundo Garrido et al. ¥ 40% a 90% dos tumores invasivos apresentam
diminuig¢do ou auséncia total do nivel de expressdo. Gragas a um crescente aumento do
painel de anticorpos anti-HLA, cada vez mais especificos, Garrido et al. i propuseram
uma classificacdo de 5 fenétipos HLA alterados: Fenétipo I, perda total dos antigénios
HLA; Fenétipo II, perda de um haplétipo HLA; Fenétipo III, perda de um locus HLA;
Fendtipo IV, perda de um alelo HLA; Fenétipo V, fen6tipo complexo.

Com este trabalho pretendeu-se identificar os alelos do locus HLA-DRB1 em
individuos do Norte de Portugal, submetidos a bidpsia prostdtica transrectal (com
suspeita de carcinoma da prdstata). Foram calculadas as frequéncias fenotipicas e
comparadas com as de uma populagio controlo. Outro objectivo foi avaliar o nivel de
expressdo dos antigénios HLA da classe I no tecido, por imunohistoquimica.

Este estudo permitiu encontrar uma associa¢io entre os doentes com carcinoma da
préstata € os alelos HLA-DRB1*0701 (com uma frequéncia fenotipica de 58,3% vs.
24,6% na populagio controlo) e HLA-DRB1*1001 (com uma frequéncia fenotipica de
33,3% nos individuos com um tumor moderadamente diferenciado vs. 6,6% na
populagao controlo). Estes alelos poderdo ser considerados alelos de susceptibilidade a

doenga. Observou-se ainda uma diminui¢do do alelo HLA-DRB1*13 na populagdo de
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doentes (12,5% vs. 29,5% na populagdo controlo), sugerindo que este poderd ser um
alelo de protec¢do ou de resisténcia a doenca.

Quanto ao estudo imunohistoquimico, observa-se uma diminui¢do ou perda total da
expressao da 2-microglobulina, no tecido neoplasico, em 80% dos casos. Apesar do
reduzido nimero de casos estudados, para a avaliagdo da expressdo da cadeia oo do HLA
classe [ com o anticorpo HC10, observa-se que em 85,7% dos casos houve perda parcial

ou total da expressdo destes antigénios.
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RESUME

Le cancer de la prostate est la deuxiéme cause de mort par cancer aux hommes, aprés le
cancer du poumon et c’est une maladie qui réduit dramatiquement I’ ésperance de vie. A
I’éxception des tumeurs de la peaux, le cancer de la prostate est la néoplasie maligne la
plus fréquente chez ’homme, dans les societées occidentales. Houjourd hui, on a pas
encore une térapie éficace pour la majoritée des carcinomes de la prostate. Allors,
I'immunologie tumoral est une matiére potentielle pour le devélopement de strategies
thérapeutiques.

Le Compléxe Major d’Histocompatibilité (MHC) has un réle fondamental dans la
réponse immunologique. L’association d’un ol plusieurs aleles HLA a beaucoup de
maladies immunologiques est bien connue.

Houjourd’hui, c’est bien connue que la réconaissance des céllules tumorales par les
limphocytes T CD8 exige I'éxistence des antigénes HLA classe I et de péptides a la
surface de cettes mémes céllules.

La production et présentation des molécules HLA classe I fonctionélles implique une
série d’événements qui peuvent étre affectés par plusieurs mécanismes et qui peuvent
provoquer des altérations sur le niveau d’expression de cettes molécules a la surface des

céllules. Garrido et al. ©¥

ont démonstrer que la pluspart des tumeurs invasives (40% a
90%) pérdes totalle ou partiallement ’expression cellulaire des antigenes HLA. Les
plusieurs anticorps monoclonales chez I’immunohistochimique ont possibiliter 2 Garrido et
al. ®¥ la classification de 5 phénotypes HLA alterés: Phénotype I, perte totalle des
antigenes HLA; Phénotype II, perte d’un haplotype HLA; Phénotype III, perte d’un locus
HLA; Phénotype IV, perte d’un aléle HLA; et Phénotype V, phénotype complexe.

Un des objectifs de ce travail a été€ I'identification des aléles HLA-DRB1 chez des
patients du nort de Portugal, suspects d’avoir cancer de la prostate. Les fréquences
phénotypiques ont été determinées et comparées avec les fréquences d’une population de
réference. L’ autre objectif has été I’évaluation de I’expression des antigénes HLA classe I
sur les tissues néoplasiques, par immunohistochimie.

On a observé une élévation de la fréquence phénotypique des aléles HLA-DRB1*0701
et HLA-DRB1*1001 chez les patients avec cancer de la prostate: 58,3% vs. 24,6% chez la
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population de réference pour HLA-DRB1*0701 et 33,3% chez les patients avec un tumeur
modérement differenci€ vs. 6,6% chez la population de référence pour HLA-DRB1*1001.
Ces deux aléles peuvent &tre des aléles de susceptibilité pour le cancer de la prostate.

On a encore observé une diminution de la fréquence de I’aléle HLA-DRB1*13 chez le
group de patients (12,5% vs. 29,5% chez la population de référence). Cette diminution
sugére que celui-la est peut-étre un aléle de protection ol de résistance a la maladie.

Dans 1I’étude immunohistochimique, on a observé une diminution ou perte totalle de
I’expression de la f2-microglobuline, sur les tissues néoplasiques, chez 80% des cas. Pour
I’évaluation de I’expression de la chaine a du HLA classe I, on a observé perte partialle ot

totalle chez 85,7% des cas.
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SUMMARY

Prostate cancer, which is the second leading cause of cancer death in men after lung
cancer, is a life shortening disease. With the exception of skin tumours, in the western
societies, prostate cancer represents the most common malignant transformation that
occurs in humans. We still don't have an effective treatment for most prostatic
carcinomas. So being, tumour immunology is a potential area for the development of
therapeutic strategies.

The Major Histocompatibility Complex (MHC) has a key role in immune response.
It's well established that many immune diseases are associated with one HLA allele or
with a specific HLA haplotype.

It is now well known that the recognition of cancer cells by T CD8 lymphocytes,
needs the presence of HLA class I antigens and tumour derived peptides on the cell's
surface. The production and presentation of functional HLA class I molecules involves
a number of events which can be affected by several mechanisms, and lead to
downregulation of HLA class I antigens. Garrido et al. ¥ have demonstrated that
invasive tumours totally or partially lose HLA antigens at a very high frequency
(between 40% and 90%). Thanks to a broad panel of anti-HLA monoclonal antibodies,
more and more specific, Garrido et al. 3 have proposed a classification of 5 altered
HLA class I tumour phenotypes. These phenotypes include Phenotype I, total HLA loss;
Phenotype II, HLA haplotype loss; Phenotype III, HLA A and B locus loss; Phenotype
IV, HLA allelic loss; and Phenotype V, compound phenotype.

One of the objectives of this study was to define the HLA-DRBI alleles in patients of
the north of Portugal (with suspicion of having prostate cancer), that have undergone
transrectal prostatic biopsy. The obtained phenotypic frequencies have been compared
with those of a healthy control group. Another objective was to evaluate, by
immunohistochemistry, the level of expression of HLA class I antigens in tumour
tissues of patients with prostate cancer.

In this study, we observed in patients with prostate cancer, an elevation in the
frequencies of HLA-DRBI1*0701 (58,3% vs. 24,6% in the control group) and HLA-
DRB1*1001 (33,3% in patients with a moderately differentiated tumour vs. 6,6% in the
control group). These two alleles may well be susceptibility alleles to prostate cancer.

We also observed that the frequency of HLA-DRBI1*13 was lower in patients
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population (12,5% vs. 29,5% in control group), suggesting that this may be a protective
allele.

In the immunohistochemical study, we observed a partial or total loss of [2-
microglobulin expression in neoplasic tissue, in 80% of cases. We also observed a

partial or total loss of HLA class I a chain in 85,7% of cases.
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Introducde

I- INTRODUCAO

1. O Cancro da Prostata

O cancro da préstata constitui hoje um dos desafios mais significativos ao qual,
tanto a comunidade médica como a comunidade cientifica, tém tentado fazer face. A
excepgdo dos tumores da pele, o cancro da préstata representa a neoplasia maligna mais
comum no homem, causando anualmente quase tantas mortes quanto as causadas pelo
cancro da mama nas mulheres ‘. S6 na Unifio Europeia sdo detectados 85 mil novos
casos por ano, explicando 9% de todas as mortes por cancro no homem %, O cancro
da préstata, que € a segunda maior causa de morte por cancro nos homens a seguir ao
cancro do pulmao, € uma doenga que encurta dramaticamente a esperanga de vida. Apés
os 50 anos de idade, verifica-se nos homens um aumento quase exponencial das taxas
de incidéncia e de mortalidade do cancro da préstata . A incidéncia na Europa € de 30
em 100 mil homens . No norte de Portugal (regifio de Vila Nova de Gaia), a taxa de
incidéncia bruta do cancro da prdstata é de 13,1 em 100 mil individuos e o risco
cumulativo (probabilidade de um individuo vir a desenvolver cancro da prostata) € de
14 ©.

Noventa e cinco por cento dos casos de cancro da préstata sdo diagnosticados em
homens com idades compreendidas entre os 45 e os 89 anos, com uma idade média de
diagnéstico situada nos 72 anos. Aproximadamente 50% dos individuos com este
diagndstico desenvolvem metastases, evoluindo para um tumor maligno @

O desenvolvimento de estratégias de prevengdo com sucesso € facilitado, se houver
uma compreensao da etiologia da doenga e conhecimento dos factores que contribuem
para o processo carcinogénico.

Apesar das fases do processo de carcinogénese ji terem sido demonstradas para
muitos tipos de cancro no homem, a elucidagdo da cascata de acontecimentos
envolvidos na transformagao das células prostaticas tem-se revelado mais dificil, e s6
recentemente alguns investigadores comecaram a identificar os oncogenes e 0s genes
supressores tumorais envolvidos na carcinogénese da préstata @D 0O cancro da prostata
€ unico entre os tumores solidos, na medida em que existe essencialmente sob duas

formas: uma forma histolégica ou latente, que pode ser identificada em
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aproximadamente 30% dos homens com idades superiores a 50 anos, € a forma clinica
que afecta aproximadamente 1 em cada 6 americanos durante o seu tempo de vida ¥’

A cinética de crescimento do cancro da préstata depende da relagdo entre a
percentagem de células que proliferam e a percentagem de células que morrem. A
transformagao das células epiteliais normais da préstata em células neoplasicas
intraepiteliais prostéticas de alto grau (PIN), uma provével lesdo precursora, pelo menos
para determinados tipos de carcinoma prostatico, envolve um aumento na proliferagao e
na morte celular, resultando num aumento de actividade celular € aumentando assim o
risco de outras alteragdes genéticas 7%

Tem-se demonstrado que a perda de varios genes supressores tumorais OCOrre nas
ultimas fases de transformacgfio das células prostiticas. Estudos acerca da perda de
heterozigotia (LOH - “Loss Of Heterozigosity”), identificando 4reas de deleccdo
cromossémica consistente, identificaram importantes genes supressores tumorais nos
cromossomas 8p, 10q, 13q, 16q, 17pe 18q Sl

A importancia do cromossoma 17, onde estd localizado o gene p53, assim como
outros potenciais genes supressores tumorais, estd também a tornar-se mais clara > ?.
Apesar de ndo parecerem comuns nos tumores de baixo grau clinicamente localizados,
as mutacdes do gene p53 ocorrem em cerca de 50% dos tumores de alto grau, com
metastases .

A mortalidade resultante do cancro da préstata tem vindo a aumentar, se bem que a
um ritmo cada vez menor. No entanto, este aumento € secundario, muito provavelmente
devido ao facto da esperanga média de vida ter aumentado para os homens e pelo facto

da mortalidade resultante das doencas cardiovasculares ter diminuido @,

1.1. Principais Factores de Risco

O desenvolvimento do cancro da prdstata ¢ dependente de influéncias hormonais,

hereditarias e exposi¢do a agentes ambientais, entre outros factores.
1.1.1. Idade

A prevaléncia do cancro da préstata continua a aumentar com a idade, e depois dos

50 anos, tanto a taxa de incidéncia como a de mortalidade aumentam quase
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exponencialmente. Além disso, o cancro da prostata €, de todos os cancros, aquele cuja
incidéncia aumenta com a idade. Numa populagdo envelhecida, a prevaléncia do cancro

da préstata continuar4 a aumentar “'?,

1.1.2. Historia Familiar

Uma forma prematura de cancro da prdstata pode ser herdada geneticamente, de
forma autossdmica dominante, através de um alelo de ‘alto risco’ (de susceptibilidade a
doenga) que € raro. Esta forma de cancro familiar é responsavel por cerca de 9% de
todos os cancros da préstata diagnosticados, e por 45% dos casos de homens com idades

inferiores a 55 anos “ ',

1.1.3. Etnia

Verifica-se uma grande variagdo na taxa de incidéncia de cancro da préstata,
registada nos diferentes grupos étnicos. Nos orientais, a taxa de incidéncia de cancro da
prostata € baixa. Constatou-se que os homens de raga negra que vivem nos Estados
Unidos tém uma taxa de incidéncia mais elevada, quando comparada com a taxa de
incidéncia nos homens de raga branca, com nivel de educagdo semelhante e
pertencentes as mesmas classes socio-econdmicas. Na raga negra, a taxa de incidéncia
de cancro da prostata € mais elevada em todas as idades. Os homens de raga negra sido
frequentemente diagnosticados com estadios mais avancados da doenga e as taxas de

sobrevida sio mais baixas do que as registadas na raca branca “* '’

1.2. Factores de Risco Proviveis

1.2.1. Dieta alimentar
Um factor importante no desenvolvimento do cancro da préstata € a dieta. O
consumo excessivo de gordura, carne e peixe cozinhados a elevadas temperaturas na
dieta alimentar € apontado como um importante factor de risco. Levantou-se a hipétese
dos padrdes dietéticos poderem alterar a produgdo de hormonas sexuais e aumentarem o

risco de cancro da prostata. Esta hipétese tem implicagdes, ndo apenas no consumo de
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gordura na dieta alimentar, mas também de vitaminas lipossoliveis, como as vitaminas

A, D e E, e ainda micronutrientes associados, como 0 zinco (0],

1.2.2. Hormonas

A prostata € um 6rgdo dependente de androgénios. A testosterona € necessaria ao
crescimento de um epitélio prostatico normal. Além disso, mostrou-se que o cancro da
prostata precoce € endocrino-dependente. Ainda pouco se sabe da interacgdo das
hormonas esteréides com o desenvolvimento do cancro da préstata. No entanto, estd
demonstrado que uma dieta pobre em gorduras e rica em fibras afecta o metabolismo
das hormonas sexuais no homem, levando a uma diminui¢do da testosterona circulante
(4).

Demonstrou-se que jovens de raca negra apresentam niveis de testosterona cerca de
15% mais elevados que os jovens de raga branca. Esta diferenca pode ser o suficiente
para explicar o risco aumentado de cancro da préstata encontrado nos homens de raga
negra. E certo que as hormonas desempenham um importante papel na fisiologia normal
da glandula prostatica e sabe-se também que t€ém um papel importante na carcinogénese
desta glandula; no entanto, a sua relagdo com o risco de cancro da préstata ainda ndo

estd bem definida '

1.3. Potenciais Factores de Risco

Vérios estudos sugerem que a vasectomia pode aumentar o risco de cancro da
prostata, especialmente se a vasectomia foi realizada numa idade jovem (inferior a 35
anos de idade). No entanto, estas observacgdes t€m sido fortemente debatidas pelos
especialistas. Outros estudos referem que, se a vasectomia est4 associada a um aumento
do risco de cancro da préstata, este risco parece ser baixo ' '?.

Outros estudos revelaram também uma fraca associacdo entre a exposicdo ao
cadmio e o risco de cancro da préstata .

Verificou-se também que o risco de cancro da prdstata associado a dieta rica em
vitamina A pode, no entanto, ser um reflexo do aumento do risco associado ao

consumo excessivo de gordura animal. Nos Estados Unidos, as taxas de mortalidade
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associadas ao cancro da prostata sao inversamente proporcionais a radiacdo ultravioleta,
que € necessdria para a sintese da vitamina D. Em laboratério, demonstrou-se que a
vitamina D induz a diferencia¢io e provoca uma diminui¢do no crescimento das células

tumorais prostaticas .

1.4. Patologia do Adenocarcinoma da Préstata

Com a chegada da bidpsia por agulha fina e do screening utilizando os niveis de
PSA (“Prostate Specific Antigen”) no soro, tem-se verificado um aumento substancial
no nimero de bidpsias realizadas, para confirmar a hipétese de adenocarcinoma da
prostata. Com as amostras recolhidas, os patologistas tém que fazer diagnésticos,
baseados na escassa quantidade de tecido obtido, assim como a gradagdo e
quantificagio do tumor !> 19,

A neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) consiste estruturalmente em 4cinos
prostéticos benignos ou ductos formados por células citologicamente atipicas. A maioria
dos patologistas utiliza os termos PIN de alto grau para definir tanto PIN2 como PIN3,
e PIN de baixo grau para definir PIN1. H4 duas razdes para que PIN2 e PIN3 sejam
considerados como PIN de alto grau: em 1° porque a variabilidade interobservadores €
muito elevada na distin¢@o entre PIN2 e PIN3; a outra razao € o facto de na bidpsia por
agulha fina, tanto PIN2 como PIN3 estarem associadas a0 mesmo risco de carcinoma
em bidpsias subsequentes ",

Em préstatas com carcinoma, verifica-se um aumento no tamanho e no nimero de
focos PIN de alto grau, quando comparadas com prdstatas sem carcinoma. Varios
estudos permitiram também observar um aumento de PIN de alto grau na zona
periférica da préstata, que corresponde a zona onde tém origem a maioria dos
adenocarcinomas da préstata. Quando € encontrado PIN de alto grau em biépsia por
agulha fina, existe um risco de 30% a 50% de encontrar carcinoma em bidpsias

subsequentes "

. Por isso, € conveniente vigiar estes doentes, eventualmente com
repetigdo de bidpsias.

Os tumores que parecem ser unilaterais no exame rectal sao, na verdade, bilaterais
em aproximadamente 70% dos casos quando examinados patologicamente. O

adenocarcinoma da préstata € multifocal em mais de 85% dos casos "'".
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Apesar da préstata ndo possuir uma cipsula histolégica, o termo penetragdo
capsular € um meio conveniente de descrever um tumor que se tenha expandido para
além da prostata, para tecido conjuntivo periprostatico. A invasdo perineural por si
prépria ndo piora o prognostico, porque esta representa meramente a extensao do tumor
ao longo de uma zona de menor resisténcia, e ndo a invasio dos vasos linfaticos .

As metistases mais frequentes do carcinoma da préstata, sdo em ganglios linfaticos,
seguidas das metastases Osseas. As metastases pulmonares do carcinoma prostitico sdo
extremamente comuns na autdpsia, € quase todos os casos apresentam também
envolvimento 6sseo. Depois dos ginglios linfaticos, ossos € pulmao, as regides mais
frequentemente afectadas, e segundo dados de autdpsia, sdo a bexiga, o figado, as

glandulas suprarenais e os testiculos "

1.5. Sistema de Gleason

O carcinoma da prostata apresenta frequentemente padrdes morfolégicos que variam
consoante as dreas. O sistema de Gleason, de entre os varios propostos para a gradagao,
€ o que se tem revelado mais adequado. Baseia-se no padrao histolégico do tumor e
reconhece dois padroes bésicos: o padrio primério (o predominante) e o padrdo
secunddrio (o segundo mais prevalente). Ambos os padrdes histolégicos primdrio e
secundério sdo identificados e €-lhes atribuido um valor de 1 a 5 (graus simples), sendo
1 o mais diferenciado e 5 o menos diferenciado. A gradagao final é dada pela soma dos
dois padrdes, usando-se os termos de “soma de Gleason”, “grau combinado de

Gleason” ou “pontuacdo de Gleason” "'

¥ No entanto, os patologistas podem
atribuir apenas um padrdo de Gleason (grau simples), em vez de uma soma de Gleason,
nos casos em que o adenocarcinoma € pouco representativo no tecido obtido por biépsia
Y De qualquer modo, é necessério que o patologista seja claro sobre que tipo de grau
estd a indicar: grau simples ou soma de Gleason.

Demonstrou-se que pacientes com soma de Gleason inferior a 8, em amostras de
bidpsias prostaticas, apresentam um intervalo de tempo relativamente longo antes do
aparecimento de metéstases. Os tumores com soma de Gleason igual a 7 apresentam
um progndstico significativamente pior do que os tumores com soma de Gleason igual a

5 ou 6, apesar de ndo serem tdo agressivos quanto os tumores com soma de Gleason de

8 a 10. E também importante identificar tumores com padrio simples de Gleason de 4,
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porque tumores com este padrdo apresentam um progndstico significativamente pior do
que aqueles que apresentam unicamente padrio simples de Gleason de 3 "

Na quantificagdo de um tumor a partir de material de bidpsia, um erro de
quantificacdo ‘por defeito’ € mais problemdtico do que um erro de quantificagdo
‘excessiva’, 0 que muitas vezes € inevitdvel, devido aos erros da amostragem ", No
entanto, técnicas de avaliagdo da morfologia nuclear utilizando um sistema de anélise de
imagem computorizada, ajudam a aperfeicoar o prognéstico obtido pelo sistema de
Gleason, mas este equipamento ndo estd frequentemente disponivel para ser utilizado

nos laboratérios de anatomia patolégica V.

1.6. Subtipos de Carcinoma da Préstata

Reconhecem-se varios subtipos de carcinoma da préstata que, por si préprios, tém
significado prognéstico (Tabela I-1). Destacam-se nomeadamente o adenocarcinoma
mucinoso da glandula prostética, que € uma das variantes morfoldgicas de cancro da
prostata menos comuns. Os carcinomas das células pequenas da préstata sao idénticos
aos carcinomas das células pequenas do pulmio. Em aproximadamente 50% dos casos,
os tumores da préstata sdao uma mistura de carcinoma das c€lulas pequenas e de
adenocarcinoma da préstata. O carcinoma escamoso primdrio da préstata € raro e esta

associado a uma baixa taxa de sobrevida 1.

Tabela I-1. Subtipos (variantes) de carcinoma da préstata.

Adenocarcinoma e Tumores associados Padrio Primario de Gleason
Carcinoma dos ductos 3 (sem necrose); 5 (com necrose)
Carcinoma mucinoso 4
Carcinoma das células tipo sinete 5
Carcinoma sarcomatoide 5
Adenocarcinoma com células neuroenddcrinas varigvel
Carcinoma neuroenddcrino 5
(carcinoma das células pequenas)
Carcinoma escamoso e adenoescamoso varidvel; normalmente

de grau elevado
Adenocarcinoma com estruturas oncociticas variavel
Carcinoma tipo linfoepitelioma 5

Adaptado de: (15)
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1.7. Diagnéstico e Estadiamento

1.7.1. Meios de Diagnéstico

A American Cancer Society (ACS) e a American Urological Association (AUA)
recomendam o uso por rotina do exame de toque rectal e uma anélise sanguinea anual
para averiguar os niveis de PSA (antigénio especifico da prdstata) em homens
assimptomdticos com idades superiores a 50 anos, comegando aos 40 para os homens
em alto risco, como os negros ¢ individuos com antecedentes familiares de carcinoma
da préstata (com um inicio de doenca mais precoce, em média de 7 anos) 17,

Na maioria dos casos, o diagnéstico histolégico do cancro da préstata € realizado
através de bibpsia prostitica transrectal (BPT). E raro o doente com cancro da
prostata apresentar sintomas, a ndo ser quando este ji se encontra num estado muito
avangado, porque a maioria dos adenocarcinomas surgem na periferia da glandula,
distantes da uretra. Assim, a suspeita de cancro da prdstata, que resultard numa
recomendacdo para a realizagdao de uma bidpsia prostéitica transrectal €, na maioria das
vezes, levantada por anomalias encontradas no exame de toque rectal (ETR) e/ou em
elevagdes do nivel do antigénio especifico da préstata (PSA) no soro dos doentes
(10,16)

A impoténcia sexual pode ser uma manifestacdo de um tumor na prdstata, que
alastrou para 14 da cdpsula prostitica e envolveu as ramificagdes do plexus pélvico. As
metéstases que envolvem o esqueleto axial ou apendicular podem causar dores ésseas
ou anemia. Pode ainda surgir edema das extremidades inferiores. Alteragdes no
screening do cancro da préstata reduziram o nimero de doentes detectados através dos
sintomas, sugestivos de doenca avancada "'?.

Estes trés métodos (BPT, ETR, quantificagdo do PSA) sédo utilizados na deteccio
precoce do cancro da préstata. O ETR e a quantificagdo sérica do PSA sdo os testes

primdrios mais dteis para avaliar o risco de cancro da préstata num individuo "% '% 17,

1.7.1.1. O Exame de Toque Rectal (ETR)

Devido ao risco significativo de cancro da préstata, a biépsia prostitica &

recomendada a todos os homens que apresentem anomalias no exame de toque rectal



Introducio

(ETR), independentemente do nivel do PSA. Isto porque 25% dos homens com cancro
da prostata apresentam niveis de PSA inferiores a 4.0 ng/ml, ou seja niveis normais de
PSA no soro "%,

A palpacio prostética por toque rectal pode identificar alteragcdes em 7% a 15% dos
homens com mais de 50 anos '”. O valor predictivo positivo de um exame rectal
anormal € de aproximadamente 15% a 30% 47 No entanto, o ETR € um teste pouco
preciso, pois mesmo nos casos de médicos experimentados, este ndo detecta um nimero
substancial de tumores e a maioria dos tumores detectados encontram-se ja num estadio

patolégico avangado, quando o tratamento ja ndo € eficaz b kg

1.7.1.2. O Antigénio Especifico da Préstata (PSA)

A grande parte dos carcinomas da préstata sdo actualmente diagnosticados por
quantificacdo do antigénio especifico da préstata (PSA) no soro dos doentes.

O antigénio especifico da prdstata ¢ uma protease sérica (codificada por um gene
localizado no cromossoma 19) segregada pela préstata normal e glindulas periuretrais.
E secretada em elevada concentragdo (mg/ml) para o liquido seminal e é encontrada em
baixa concentragdo (ng/ml) no soro ' '”. Nos homens sem carcinoma da préstata, a
concentragcdo do PSA sérico € proporcional ao volume da préstata. O antigénio pode
aumentar devido a diversas situagOes benignas, incluindo prostatite aguda, hiperplasia
benigna da prdstata (HBP), bidpsia ou intervencdo cirirgica prosttica recente e
retencdo urindria "7 '¥.

A determinagdo do PSA como teste de rastreio no carcinoma da prdstata baseia-se
na maior quantidade de PSA libertada pelas células neopldsicas, relativamente a
libertada pelo epitélio da préstata normal '™ '®. Os carcinomas prostiticos contribuem
cerca de 30 vezes mais para uma concentracdio de PSA sérico do que um volume
equivalente de uma préstata normal e cerca de 10 vezes mais do que uma HBP. A
expressdo do PSA diminui com a indiferenciagdo do carcinoma, havendo alguns
carcinomas da préstata pouco diferenciados que ndo expressam qualquer PSA, mas
estes representam menos de 5% do total destes cancros 7.

Embora a maioria dos carcinomas da prostata, diagnosticados pela verifica¢do do

PSA, estejam confinados ao 6rgédo, cerca de um tergo tem uma ou mais caracteristicas
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associadas a um risco de progressdo, incluindo grau histolégico pouco diferenciado,

grande volume ou extensao extracapsular ‘% '7,

O limite superior de um PSA normal foi inicialmente definido como 4,0 ng/ml ‘%%
Cerca de 15% dos homens com mais de 50 anos t€m niveis mais altos € a incidéncia de

niveis elevados aumenta com a idade '"'**” (Tabela I-2).

Tabela I-2. Valores de referéncia de PSA (ng/ml), segundo a idade e a

etnia.
Valores de referéncia de PSA (ng/ml)
Idade (anos) Negros Caucasianos Japoneses
40-49 0.0-2,0 00-25 0,0-2,0
50-59 0.0-4,0 00-3,5 0,0-3,0
60-69 00-4,5 00-45 0,0-4,0
70-79 0,0-5,5 00-6,5 0,0-5,0

Adaptado de: (20)

Avangos recentes na interpretacdo do PSA podem melhorar a eficicia do exame no

carcinoma da préstata. Estes avangos implicam ter em conta os seguintes factores:

Ambitos de referéncia do PSA especificos da idade. O volume da préstata e o nivel

de PSA no soro aumentam com a idade ' '¥.

Densidade do PSA. Define-se como a razio entre 0 PSA e o volume prostatico.
Porque os carcinomas da préstata provocam mais PSA por unidade de volume do que o
tecido normal ou uma HBP, as densidades elevadas do PSA (superiores a 0,15) podem

indicar com maior probabilidade um carcinoma da préstata 0715,

Velocidade do PSA. Refere-se a taxa de alteragdo do PSA, com o tempo. Aumentos

superiores a 0,8 ng/ml por ano sdo anormais € podem condicionar uma bidpsia a

proéstata, mesmo em homens com um PSA normal para a idade (18]

Percentagem PSA livre. Um método que permite aumentar a especificidade do PSA

17,

é o uso da percentagem de PSA livre """ '®. O antigénio especifico da préstata existe no

soro (PSA sérico total), tanto sob a forma de PSA livre, como sob a forma de PSA

10
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ligado 2 o;-antiquimotripsina ou 2 o,-macroglobulina (ambas proteinas plasméticas)
2D 0 valor médio de PSA livre varia aproximadamente entre O e 3,0 ng/ml, dependendo
do estado da doenga QU A percentagem de PSA livre refere-se a razao entre a forma de
PSA livre e 0 PSA sérico total. Por razdes ainda desconhecidas, sabe-se que os doentes
com carcinoma da préstata tendem a apresentar baixas percentagens de PSA livre,
enquanto aqueles com um progndstico benigno apresentam valores mais elevados de
percentagem de PSA livre "%,

O uso da razdo PSA livre/PSA total ajudard a reduzir o nimero de bidpsias
realizadas em homens que apresentem niveis séricos de PSA entre 4,0 e 10,0 ng/ml **
%20 valor minimo de percentagem de PSA livre, abaixo do qual serd recomendével
a realizagdo de bidpsia prostdtica, € ainda desconhecido. No entanto, varios autores

recomendam o uso de valores entre os 14% e os 28% ‘** %%

1.7.2. Estadiamento

Os objectivos do estadiamento do cancro da préstata sdo: 1) determinar o
progndstico e 2) desenvolver uma terapia dirigida racionalmente, baseada na extenséo
da doencga. Por exemplo, um homem com um tumor palpavel envolvendo um lobo da
prostata (fase clinica T2a), grau de Gleason 4, e um PSA inferior a 20 ng/ml, pode-se
considerar um bom candidato para cirurgia, baseado na alta probabilidade de doenca
confinada ao érgao “*'7.

O toque rectal por rotina ¢ a determinagdo do PSA t€ém aumentado o diagnéstico
precoce de carcinoma da prostata. No entanto, quase 50% dos homens sem evidéncia
clinica de doenga extracapsular t€m-na na avaliagdo patolégica final L Porque o
carcinoma prostatico extracapsular esta associado com taxas mais altas de recorréncia, o
estadiamento ¢ importante na avaliagio do tratamento a longo prazo ' 7. A
classificacdo da American Joint Committee on Cancer (AJCC) relativa ao carcinoma da

prostata vem resumida na Tabela I-3.

11
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Tabela I-3. Estadiamento do cancro da préstata segundo a AJCC.

T Tumor Primério
Tx Tumor priméario que ndo pode ser avaliado
TO Nenhuma evidéncia de tumor primério
Tl Tumor clinicamente ndo detectdvel por palpagdo ou imagem
Tla |Descoberta acidental envolvendo menos de 5% do tecido ressecado
T1b |Descoberta acidental envolvendo mais de 5% do tecido ressecado
Tlc |Tumor identificado por biépsia, baseada em elevagdo do PSA
T2 Tumor confinado & préstata
T2a |Tumor abrangendo um lobo
T2b |Tumor abrangendo ambos os lobos
T3 Tumor disseminado através da cdpsula prostitica
T3a |Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral)
T3b | Tumor abrangendo a vesicula seminal
T4 Tumor fixado ou invadindo estruturas adjacentes (que ndo as vesiculas seminais)

Adaptado de: (26)

12
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2. O Sistema HLLA e o Cancro da Prostata

2.1. O Sistema HLA

O Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC), designado por Sistema
HLA (“Human Leucocyte Antigen”) no Homem, estd implicado nos mecanismos de
reconhecimento do ‘self’ (ou seja, reconhece como préprios os elementos que fazem
parte integrante do seu organismo), despoletando os mecanismos activadores do nosso
sistema imunitario contra agentes estranhos, isto €, ndo préprios (por exemplo,
erradicacio de infecgdes virais) e células alteradas (células tumorais). O sistema HLA ¢
um conjunto de genes localizados no brago curto do cromossoma 6 (numa regidao que
abrange cerca de 3500 Kb) distribuidos por trés classes: genes da classe I (HLA-A, -B, -
C), da classe II (HLA-DP, -DQ, -DR) (Fig. I-1) e da classe III (que codifica para

componentes do sistema do complemento como: C2, C4B, C4A, Factor B) ety

Mapa genomico da regido HLA classe II
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Figura I-1. a) Genes da regido HLA classe II; b) Genes da regido HLA classe 1.
Adaptado de: (30).
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As moléculas HLA classe I (HLA-A, -B, -C) sdo glicoproteinas transmembranares
altamente polimérficas, compostas por duas cadeias polipeptidicas: uma cadeia pesada
(cadeia o) de 44 KD e uma cadeia leve, ndo glicosilada, a f2-microglobulina (f2m),
que € um polipeptideo ndo polimérfico de 12 KD. A cadeia pesada (o) € codificada por
um gene localizado no brago curto do cromossoma 6 e a cadeia leve (B2m) € codificada
por um gene localizado no brago curto do cromossoma 15. A cadeia pesada possui trés
dominios: o, az € a3 ?"?" (Figs. -2 e I-3.a)). As proteinas codificadas por estes genes
sdo constitutivamente expressas na maioria das células nucleadas do organismo
humano, enquanto que as moléculas da classe II apresentam uma expressao mais restrita
(células dendriticas, células endoteliais, linfécitos B, macréfagos) ?”. Ainda dentro da
classe I existem genes HLA ndo classicos, como HLA-D, HLA-E, HLA-F e HLA-G.
Para além destes, existem ainda os pseudogenes HLA-H, -J, -K e —L que por nédo serem
expressos, ndo sio funcionais ©".

As moléculas HLA classe II sdo compostas por duas cadeias polipeptidicas ligadas
ndo covalentemente: a cadeia a (32 a 34 KD) e a cadeia B (29 a 32 KD), ligeiramente
mais pequena. A cadeia o possui os dominios o; € o; a cadeia B possui os dominios
e B, Y (Figs. I-2 e I-3.b)). A cadeia o e a cadeia 3 sdo codificadas por genes diferentes
pertencentes ao sistema HLA, e ambas sdo polimérficas **". O mais polimérfico dos
genes HLA classe I1 € o HLA-DRB1, para o qual sdo conhecidos 293 alelos ©2.

peptideo peptideo

espaco
extracelular

1 5583
memb. citoplasma

tica
1 || !

HLA classe II HLA classe I
Figura I-2. Representa¢do esquemdtica da estrutura das moléculas HLA classe I e

classe II, mostrando os vdrios dominios.
Adaptado de: (31).
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peptideo i i _ 4
L\.. 1 : J s

a) b)

Figura I-3. Estrutura tridimensional das moléculas HLA classe I a) e HLA classe II b),

mostrando também os dominios e o local de ligagdo do peptideo.
Adaptado de: (33).

Est4 bem definido que o reconhecimento de células tumorais por parte dos linfécitos
T CD8" requer a presenca a superficie da célula de antigénios HLA classe I e de
peptideos derivados do tumor. De facto, os linfécitos T citotéxicos (CTL) e linfécitos T
‘helper’ (Th) t€m a capacidade de reconhecer peptideos, provenientes de antigénios
processados, apresentados por moléculas HLA classe I ou classe II, respectivamente
(Fig. I-4). A presenga de moléculas HLA classe II & superficie das células é necessdria
para que ocorra a activagdo dos linfécitos Th (T CD4") que, através da producdo de
moléculas moduladoras -as citoquinas (IFN, TNF, IL-4)-, sdo responsiveis pela
estimulagdo e activagdo das restantes células intervenientes na resposta imune,
incluindo os linfécitos T citotéxicos ** %% 3" A maioria dos antigénios reconhecidos
pelos linfécitos T CD8" sdo proteinas processadas no interior da célula, tais como
proteinas virais e produtos resultantes da expressio de oncogenes, degradadas por
proteinases (nos proteossomas) em peptideos que sfio posteriormente transportados -
pelo heterodimero TAP (“Transporter Antigen Protein®) - para o reticulo
endoplasmatico, onde se ligam a estruturas dos dominios oo, da cadeia pesada da

molécula HLA classe I. Esta estrutura peptideo/molécula HLA classe I atravessa o
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. 5 . i3 y L 28,29, 38, 39, 40, 41, 4
complexo de Golgi e finalmente exprime-se a superficie da célula (288,383 =

(Fig.I-5).
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\.._.,.. s
; ; / ‘molécula HLA
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classe |

cos-Y

peptideo

receptor do linfocito T receptor do linfocito T

a) b)

Figura I-4. Representagio esquemética da apresentagao de peptideos pelas moléculas HLA
classe I a) e HLA classe II b), aos linfécitos T CD8" e T CD4", respectivamente. No
esquema a) € representada uma situagio de infec¢do viral.

Adaptado de: (43).
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Figura I-5. Esquema representativo do processamento € apresenta¢do do complexo
peptideo/molécula HLA classe I a superficie da célula, numa situagao de infeccao viral.
Adaptado de: (44).
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2.2. A expressdo dos antigénios HLA nos tumores

O envolvimento do sistema HLA no desenvolvimento do cancro ainda € mal
conhecido. As células tumorais expressam uma série de genes que as c€lulas normais
ndo exprimem, € os peptideos resultantes dos produtos desses genes ligam-se a
moléculas HLA. As respostas dos linfécitos T estimuladas por estes complexos
peptideo/molécula HLA, ndo sdo suficientemente eficazes para eliminar as células
tumorais, e o desafio na investigag¢do de tumores ¢ exactamente o de compreender qual
o mecanismo utilizado por estas células tumorais, de forma a desenvolver estratégias
que ajudem a estimular especificamente a resposta antitumoral 4> 4% #7-4%,

E sabido ser a célula neopldsica uma célula cuja expressio génica diverge da
expressdo da célula normal, dada a propria labilidade génica, base evolutiva e adaptativa
da vida. Toda a fuga da célula a obrigatoriedade de diferenciagdo a que se encontra
sujeita nos organismos ditos normais, resulta pois de variagoes génicas e suas ‘nuances’,
que se podem traduzir na prépria variabilidade da expressio dos antigénios HLA.

Sabe-se, desde meados dos anos 70, que ocorrem alteragdes nas moléculas MHC
classe [ em tumores do rato € do homem. No entanto, s6 em meados dos anos 80 € que
os investigadores constataram que estes fenétipos alterados poderiam representar um
importante mecanismo de escape dos tumores a resposta imune desenvolvida pelos
linfécitos T citotéxicos “.

E geralmente aceite que, na maioria dos casos, a expressio das moléculas HLA
classe I a superficie das cé€lulas tumorais, se encontra diminuida ou até mesmo ausente
@59 Estas alteragoes fenotipicas foram descritas, ainda antes de se conhecer a fungéo
das moléculas MHC na apresentagdo de antigénios. Pensava-se entdo que as variantes
de células tumorais (isto €, com uma diminui¢cdo ou auséncia total de expressdo de
antigénios HLA a superficie) eram resistentes 4 acgdo dos linfécitos T CD8". Desta
forma, estas células eram seleccionadas, de modo a poderem ser produzidas G0 Esta
diminuigio ou perda total de expressdo dos antigénios HLA surge quando o tumor deixa
de estar localizado (tumor ‘in situ’) e ultrapassa a membrana basal, invadindo os tecidos
circundantes (tornando-se invasivo). Actualmente, estas alteragdes fenotipicas, no que
diz respeito aos antigénios HLA classe I, constituem um dos mecanismos de escape das

células tumorais 2 resposta imune especifica (T CD8") em muitos tumores *>* > 3% 3%

54)
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A primeira descricio da associacdo entre cancro da prdstata e a alteragdo da
expressdo dos antigénios HLA da classe I foi realizada por Natali et al., que observou
uma diminui¢do da expressdo em trés de seis casos estudados 55 Resultados similares,
foram obtidos por Blades et al. com a perda completa da expressdo em 34% dos casos,
uma diminuigdo da expressdo em 85% dos casos e em 100% das metéstases 58,

As células NK (“Natural Killer”) sido células do nosso sistema imunitirio que
intervém na resposta imune primdria ou inata. No entanto, a auséncia de moléculas
HLA 2 superficie das células tumorais pode levar a activa¢do das cé€lulas NK que, nestas
situagdes, actuam como um sistema de defesa alternativo quando os linfécitos T
citotéxicos falham “*.

O nivel de expressdo dos antigénios HLA classe I também pode influenciar a
apresenta¢do e imunogenicidade dos epitopos CTL e a modulagio da resposta das
células NK. Por isso, fendtipos de tumores nos quais ndo se verifique um aumento da
expressdo dos antigénios HLA, em resposta as citoquinas, podem condicionar o €xito do
tratamento com imunomoduladores “.

A produgdo e apresentacdo de moléculas HLA classe I funcionais a superficie das
células envolve uma série de etapas, que podem ser moduladas por varios mecanismos e

levar a alteragdes no nivel de expressdo destas moléculas a superficie das c€lulas e

41,42, 57, 58, 59)

2.2.1. Mecanismos susceptiveis de levarem a alteracdes no nivel de

expressao dos antigénios HLA

O conhecimento do mecanismo exacto, através do qual as células tumorais
conseguem escapar ao sistema imune € fundamental, porque pode constituir um factor-
chave na escolha de uma estratégia particular de vacina¢do ou de uma abordagem

AL 9 1
terap€utica Pyt 06 }.

2.2.1.1. Mecanismos genéticos relacionados com as moléculas HLA

Sabe-se que a existéncia de mutacdes e/ou delecgdes em regides codificantes dos

genes estruturais da cadeia pesada e da 32m, conduzem a alteracdes na expressido das
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moléculas HLA classe I. E mais frequente a ocorréncia de mutagdes nos genes
estruturais da f2m, em comparagdo com as ocorridas nos genes da cadeia pesada, dai
que uma diminui¢do na expresséo dos antigénios HLA esteja frequentemente associada

(53, 58, 61)

a uma diminui¢do e auséncia total de expressdo da f2m . E 0 que sucede,

segundo Ferrone S., nos melanomas, em que mutagdes nos genes da B2m conduzem a
uma perda total da expressdo destas moléculas .

Virios estudos mostraram que, aparentemente, ndo existem mutagdes nos genes
HLA-A, -B, ou -C, mas que a regula¢io dos genes da cadeia pesada € da f2m estd
frequentemente alterada 4 Num estudo recente de Lu et al. (2000), no qual se tentou
relacionar a quantificacdo dos alelos HLA-A e a expressdo das respectivas proteinas a
superficie da célula, efectuado em cancro da préstata, verificou-se que para os alelos
HLA-A mais frequentes na populagdo estudada, a delec¢do homozigética € um
fenémeno raro e é muito improvavel que represente a causa de uma perda parcial ou

completa da expressdo dos antigénios HLA-A em células tumorais L

2.2.1.2. Mecanismos inerentes a ac¢ao de virus

Todos os mecanismos de defesa imune representam uma barreira para os agentes
patogénicos. Alguns virus utilizam estratégias especificas para interferir com a
expressao das moléculas MHC classe I, dada a sua fungdo de apresentacdo de péptidos.
Uma tictica de evasio eficaz, simultaneamente contra as células T e NK, seria bloquear
selectivamente a apresentagao de péptidos pelas moléculas HLA classe I €, ao mesmo
tempo, permitir que as moléculas HLA-E (HLA nd3o classico) transportassem as
‘sequéncias-sinal’ até a superficie celular ‘°7.

Os virus oncogénicos € ndo oncogénicos codificam para proteinas, com capacidade
de interferirem com o processamento das moléculas classe I e produzirem variantes

HLA com deficiéncias “”

. A regulagdo viral da expressao dos antigénios MHC na
célula do hospedeiro € um fenémeno comum, encontrado numa série de diferentes
grupos virais, incluindo virus de DNA ¢ RNA %,

Apesar dos mecanismos envolvidos serem frequentemente desconhecidos, hé
algumas similitudes entre eles. Por exemplo, o adenovirus 12 € o virus da hepatite B

afectam os factores de transcri¢ao dos genes MHC; o virus Ad2 e o cytomegalovirus do
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Homem produzem proteinas virais que bloqueiam o transporte dos antigénios MHC
para a superficie da célula; ha oncogenes virais que podem afectar a transcrigdo dos
genes MHC (como sucede com alguns retrovirus), da mesma forma que o fazem os
oncogenes celulares ‘Y.

E, no entanto, interessante constatar que alguns virus actuam sobre as células que
infectam, ajudando a aumentar a expressao dos antigénios MHC, independentemente da
ac¢do de interferdao, despoletando uma resposta autoimune inapropriada. A
transformacao celular, despoletada por oncogenes virais que levam a uma diminui¢ao da
expressdo dos antigénios HLA classe I ou classe Il a superficie da célula, resulta na
produgdo de células tumorais que escapam ao sistema imunolégico do hospedeiro )

Certos virus podem também modular a expressao das moléculas HLA e modificar a
resposta dos linfécitos T CDS8', independentemente da produgdo endégena de
interferdo-gamma (INF-y) ®¥. O virus da hepatite B € capaz de inibir a produgio de
interferdo-alfa (INF-a) e a resposta das células infectadas a ac¢do do IFN, o que pode
explicar o facto de alguns doentes ndo responderem a terapia baseada no IFN &8,

Outro virus de DNA que afecta a expressdo dos antigénios HLA classe 1 € o
adenovirus 12 (Ad12). Neste caso, o virus conduz a uma diminui¢do da expressdo
destas moléculas, constitutiva ou induzida por IFN, e o efeito do gene Ad12 &,
novamente, ao nivel da transcri¢@o génica !

O cytomegalovirus do Homem (CMYV) codifica para uma proteina, o produto do
gene H301, que se liga a f2m. O H301 facilita a infec¢ao de c€lulas-alvo por parte do
CMYV, mas também bloqueia o transporte da f2m, e logo, das moléculas HLA classe I
para a superficie celular. Simultaneamente, a diminui¢do da expressao destas moléculas

induzida pelo CMV, € também um sinal para um aumento do reconhecimento e lise das

células infectadas por parte das células NK .

2.2.1.3. Mecanismos associados a expressao de oncogenes

A inactivagdo de genes supressores de génese tumoral ou a activacdo de oncogenes
parecem ser um fendmeno importante na transformagdo maligna de células
cancerigenas. A alteragdo da expressdo das moléculas HLA classe I tem sido associada

a um aumento de expressao de varios protooncogenes. Ndo ha, no entanto, qualquer
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evidéncia de que a activagdo de oncogenes afecte directamente a expressao dos

antigénios HLA classe 1%,

2.2.14. Mecanismos que afectam o transporte e processamento das

moléculas HLA

As situagOes mais graves de deficiéncia de moléculas HLA sdo, na realidade,
causadas por defeitos, ndo nos genes da classe I ou da classe II, mas noutros genes que
influenciam a expressdo das moléculas HLA a superficie das células DAL AR R,

A expressdo das moléculas HLA classe I requer a sua associagdo a peptideos
derivados de proteinas processadas endogenamente. Estes peptideos permitem a
estabilidade estrutural das moléculas HLA classe I, no interior do reticulo
endoplasmatico. Durante a evolugdo de um tumor, podem ocorrer alteragdes no
processamento destes peptideos, o que poderd aumentar a probabilidade de evasdo das
células tumorais aos mecanismos imunolégicos. A altera¢do ou auséncia de uma das 2
subunidades que compdem o heterodimero proteico transportador associado a
apresentacdo do antigénio (codificadas pelos genes TAP-1 ¢ TAP-2) pode conduzir a
uma perda de expressdo dos antigénios HLA classe I. Em vérias linhas celulares de
tumores que apresentam perda de expressao de HLA classe I, verificou-se uma
diminuicdo na expressdo dos genes TAP, o que conduzird a uma falha na formagao dos
complexos peptideo-HLA e na subsequente apresentagdo dos peptideos antigénicos aos
linfécitos T CDg+ % 40- 42, 33. 38. 39. 65. 66 " A ¢ moléculas HLA desprovidas do peptideo
antigénico tornam-se instdveis € ndao sdo eficientemente transportadas através do
aparelho de Golgi, o que faz diminuir os seus niimeros a superficie da célula para 1% a
3% do seu nivel normal “”. A alteracio ou auséncia das duas subunidades que
constituem o proteossoma (codificadas pelos genes LMP2 e LMP7), responsdvel pelo
processamento adequado das proteinas virais ou produtos de oncogenes, também podera

- p 18, 53, 59, 65
afectar a expressdo das moléculas HLA classe [ ©® 3% 6560
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2.2.2. Fenotipos HLA alterados

A alteragdo de fen6tipos HLA, traduzida na diminuigdo ou perda total de expressao
destes antigénios a superficie das células, parece ser um fenémeno frequente. Nos
Gltimos anos, com a utilizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs) anti-HLA - que
permitem identificar epitopos especificos de locus ou de alelos - tem sido possivel
observar uma propor¢io cada vez maior de tumores, nos quais se verifica esta alterago.
As perdas totais ou parciais de antigénios HLA classe I podem ser avaliadas por
imunohistoquimica, através da utilizagdo de mAbs anti-HLA monomérficos, anti-HLA-
A, -B ou -C locus-especificos e alelo-especificos. Segundo Garrido et al. 9 40% a
90% dos tumores - originados de tecidos com expressdo normal de antigénios HLA -
apresentam diminui¢do do nivel de expressdo. Este valor € provavelmente uma
subestimativa, devido ao limitado painel de mAbs, passiveis de serem aplicados em
secgOes de tecidos a estudar e que permitem identificar alelos HLA S,

Actualmente, com base na expressdo dos antigénios HLA classe I, foi possivel
definir 5 fenétipos diferentes, que facilitam a identificagao e andlise dos fenétipos HLA

frequentemente encontrados em tecidos tumorais “**"). Estes fen6tipos sdo:

Fendtipo I (perda total de HLA) - as células tumorais exibem frequentemente uma
perda completa de expressdo dos antigénios HLA (9-52%) “9 Este facto pode resultar
de interferéncias: na sintese de B2m, no funcionamento das moléculas TAP ou de
defeitos estruturais nos genes HLA. Alteragdes no gene da 32m estdo associadas a este
fenétipo em melanomas, tumores colorectais e linfomas. Comparagdes entre mutagoes
do gene da B2m em diferentes linhas celulares de tumores sugerem uma mutagdo ‘hot
spot’ no exéo 1 a

A combina¢io de uma mutagdo no gene da B2m num alelo e a perda de
heterozigotia (LOH) no outro, pode ser um mecanismo importante, mas segundo um

/ (67)

estudo recente de Jimenez et a , as muta¢des somdticas no gene da B2m ndo sdo o

principal mecanismo que conduz ao aparecimento deste fenétipo “> .
Mutagdes nas moléculas TAP podem conduzir ao aparecimento deste fendtipo, e
estdo frequentemente associadas com a auséncia de reactividade dos anticorpos

especificos das proteinas TAP em células tumorais com auséncia de expressdo dos
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antigénios HLA. Tumores com defeitos estruturais nos genes HLA que produzem este
fen6tipo, ndo voltam a exprimir os antigénios HLA, mesmo apds o tratamento com
citoquinas .

A perda completa de expressao dos antigénios HLA estd descrita em melanomas
(15%), carcinoma das células escamosas da cabeca e pescogo (9%) e tumores
colorectais (21%). Em tumores da prdstata e da mama, estes valores atingem 34% ¢

52%, respectivamente .

Fenoétipo II (perda de um hapl6tipo HLA) - este fenétipo tem sido observado
apenas em algumas linhas celulares de tumores e pode resultar de uma ndo-disjungio
cromossémica ou de uma recombinagdo mitética e

A amplificagio de STRs (“Short Tandem Repeats”), também designados de
marcadores microssatélite, através da técnica de PCR tem-se revelado um meio fécil e
eficaz de diagnosticar este fenétipo HLA " "% Tem sido ainda descrito a perda de
heterozigotia (LOH) em loci do cromossoma 6, através da delec¢do total de um

(

cromossoma 6 ou de uma grande regido gendmica 6.6 A LOH associada com a perda

de um haplétipo HLA foi encontrada em 17,6 % dos tumores da laringe e em 49% dos
carcinomas das células escamosas da cabecga e pescogo !

Jimenez et al. também identificou recentemente a perda cromossémica como o
mecanismo mais frequente subjacente a perda de um haplétipo HLA em tumores
humanos. Além disso, este grupo propds um protocolo para estandardizar estudos de
LOH, utilizando um painel de nove marcadores microssatélite (sete para 0 cromossoma

6 e dois para o cromossoma 15) “* "¢,

Fenétipo III (perda de um locus HLA) - a perda de expressdo de um locus HLA
classe I estd j4 documentada em alguns tumores: HLA-A (3-19%) e HLA-B (5-19%)
@ Pode estar relacionada com os mecanismos de transcrigdo, ji que as sequéncias
promotoras do locus HLA classe I e os niveis de 4cido ribonucleico mensageiro
(mRNA) para alguns alelos da classe I nas células tumorais, diferem dos mesmos nas
células normais. No entanto, este fen6tipo pode muitas vezes ser superado através de

um tratamento 2 base de citoquinas “.

Fenotipo IV (perda de um alelo HLA) - o uso de um crescente nimero de mAbs

alelo-especificos mostra que uma diminui¢ido na expressio alélica tem sido observada
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em muitos tumores (15-51%) “*. Esta perda alélica pode resultar de mutagdes pontuais,
delec¢bes parciais dos genes HLA classe I ou como consequéncia de quebra
cromossomica ou recombinacdo somadtica. O tratamento com citoquinas ndo consegue

~ 49
repor a expressio dos alelos em causa ‘*”,

Fenétipo V - alguns tumores apresentam fenétipos HLA classe I mais complexos,
que ndo encaixam em nenhuma das categorias anteriores. Tal pode dever-se a miiltiplos
fenémenos que levam ao aparecimento de fendtipos “mistos”, dos quais pode ser
exemplificativo um tumor que conserve a expressdo de um tnico alelo HLA classe I,
resultante de mecanismos imunosselectivos que ocorrem durante o desenvolvimento do
tumor “*,

Recentemente, foi identificada numa linhagem celular tumoral, um fenétipo HLA
que € o resultado de uma expressao diminuida do locus HLA-B (fenétipo III) e da perda

de um haplétipo HLA (fenétipo IT) .

Foi também recentemente observado que células infectadas pelo HIV, apresentam
uma expressdo diminuida dos antigénios HLA-A e HLA-B, mas ndo dos antigénios
HLA-C ou HLA-E. Em teoria, este fen6tipo permite as células tumorais escapar a
resposta dos linfécitos T (diminui¢ao da expressdo dos antigénios HLA-A e HLA-B),
mantendo, no entanto, o sinal inibitério para as células NK (expressdo do HLA-C), de

" i ¢ 1
modo a evitar a lise celular efectuada por estas mesmas células ©",

2.3. Fenétipos HLA alterados associados ao escape as células T e NK

A vigilancia efectuada pelos linfécitos T, que reconhecem as moléculas
polimérficas HLA classe I e classe II ligadas aos peptideos apropriados (provenientes de
antigénios tumorais), tem lugar nos carcinomas primarios ou ‘in situ’. A perda total ou
parcial de expressdo dos antigénios HLA classe I pode ser considerada (como ji
referido) um mecanismo de evasao ao controlo dos linfécitos T, conduzindo a invasio e
proliferagio das células tumorais ",

As células NK (“Natural Killer”), que sdo facilmente activadas apds se ligarem a

uma célula-alvo, sdo impedidas por receptores inibitérios de destruir células saudéveis
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do préprio organismo. Estes receptores inibitérios sdo especificos das moléculas HLA
classe 1%,

Células tumorais e células infectadas por virus que escapam a vigilincia dos
linfécitos T, porque interferem com a expressdo dos antigénios HLA a sua superficie,
tornam-se alvos da lise mediada pelas células NK activadas, quando o sinal inibitrio
fornecido pelas moléculas HLA classe I desaparece ou € drasticamente reduzido. Além
disso, a expressdo de moléculas HLA ‘aberrantes’, ndo cldssicas (HLA-G, -E, -F, ou
moléculas virais homologas), podem inibir a lise por parte das células NK, apresentando
o sinal inibitrio as células NK ©,

Um tipo de receptor inibitério usado pelas células NK no Homem € um
heterodimero constituido pelos polipéptidos CD94 e NKG2. O receptor CD94/NKG2
parece reagir com produtos de diferentes alelos dos loci HLA-A, -B e —C da classe I,
assim como com a molécula invariante e ndo classica HLA-G. Este receptor parece ser
especifico para a molécula nao classica HLA-E Ll

Além do receptor CD94/NKG2, as células NK também expressam um tipo de
receptor inibitério muito diferente, designado por KIR (“Killer Inhibitory Receptor”)
. As células NK que utilizam os receptores KIR como inibidores, conseguem detectar a
perda do produto especifico de um gene MHC classe I, como sucede em muitos
tumores. Por isso, este tipo de receptor tem a capacidade de reconhecer células tumorais
que, por ndo apresentarem expressdo dos antigénios HLA classe I, escapam a lise das
células T CD8". No entanto, apesar da vigilancia efectuada pelas células NK, as células
tumorais conseguem proliferar, propagar-se ¢ metastizar. Sendo assim, provavelmente,
devera ocorrer selecgao adicional de alelos HLA especificos durante a hist6ria natural
de um carcinoma, que lhe conferird resisténcia ao ataque pelas células NK %32 70,
Assim, a grande variabilidade verificada nos genes HLA classe I existente entre
diferentes pessoas, sugere a necessidade de um repertério diverso de receptores que
inibam a acgio das células NK .

As células NK devem possuir, pelo menos, um receptor inibitério que interactue
com um alelo HLA classe I, ou varios KIR’s que interactuem com diferentes moléculas
HLA. A auséncia ou presenca de diferentes combinagdes de moléculas HLA ir4 activar
diferentes KIR’s. Muitos dos péptidos que se ligam as moléculas HLA-A, -B ¢ -C,
conferem protecgdo contra a lise efectuada pelas células NK que expressam os KIR.

Esta protecgdo conferida a célula-alvo pela expressdo das moléculas HLA, pode ser
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dependente de péptidos, mas nao ser necessariamente especifica de determinado péptido
(50, 63,70)

A expressdo ‘aberrante’ de moléculas HLA classe I ndo cldssicas em células
tumorais com uma diminuicdo de expressdo de moléculas HLA €, em teoria, um
mecanismo de escape, que em primeiro lugar utiliza a estratégia de escape as c€lulas T,
e em segundo lugar consegue inibir os KIR’s, evitando assim o ataque das c€lulas NK
(50)

A recente descricdo de homdlogos das moléculas HLA classe I codificados pelo
cytomegalovirus (CMV), que inibem a lise pelas células NK, veio elucidar o modo
como os virus conseguem escapar a vigilancia efectuada pelas células NK, e reforca a
ideia do processo em duas fases, que pode ser utilizado por determinadas células
tumorais °°.

Ruiz-Cabello R. e Garrido F. ®” referem-se as células T que possuem KIR’s,
afirmando que estas podem desempenhar um importante papel no controlo da resposta
imune ou contra antigénios do préprio organismo e evitando a autoimunidade. Estas
células T com KIR’s podem actuar como uma terceira linha de defesa contra células
infectadas/tumorais, que escaparam as células T ‘comuns’, através da perda parcial de
expressao dos antigénios HLA, tornando-se assim capazes de reconhecer variantes de
downregulation de moléculas HLA ©?.

Ainda falta percorrer um longo caminho, até se conhecerem e compreenderem todas
as implicagdes da actividade das células NK, incluindo o seu normal desempenho
(talvez como uma resposta primdria, ndo especifica e alternativa aos agentes
patogénicos), a importincia do controlo negativo desempenhado por determinantes
polimérficos HLA, e o papel das células NK que destruem as células que ndo expressam
moléculas HLA-A, -B e —C a sua superficie, em tecido normal, mas sobretudo em
tumores “”,

A compreensdo crescente dos mecanismos, através dos quais as células-alvo
aberrantes escapam ao reconhecimento e destrui¢do por parte das células T e NK, serd
sem divida, um importante contributo para o desenvolvimento de estratégias de

vacinagio contra tumores *?.
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3. Aplicacido clinica dos conhecimentos na elaboracio de uma

imunoterapia dirigida

A perda total de expressdo dos antigénios HLA ou de alguns dos seus alelos
especificos, durante a transformagdo das células para o estado neoplésico, impede que
os linfécitos T CD8" reconhegam as células alteradas, permitindo a sua sobrevivéncia.
Tem sido possivel correlacionar, de forma significativa, a progressdo do tumor, assim
como o progndstico ou agressividade da neoplasia, com a sucessiva perda de expressao
dos antigénios HLA.

A incapacidade dos doentes desencadearem uma resposta imune efectiva e o facto
da expressao dos antigénios HLA estar frequentemente alterada numa grande variedade
de neoplasias humanas, leva-nos a propor o estudo da expressdao dos antigénios HLA
classicos (classe I e classe II) em tumores da préstata. A expressio tumoral e
integridade funcional dos antigénios HLA da classe 1 pode contribuir para o
desenvolvimento de uma imunoterapia dirigida, provavelmente, com péptidos
“semelhantes” aos derivados do tumor, mediada pelas células do sistema imunitério,
sendo importante o uso do fenétipo HLA exibido pelo tumor na elaboragdo de um
protocolo imunoterapéutico efectivo. Além disso, podera representar um importante
critério de selec¢do dos doentes, aos quais serd aplicada uma imunoterapia dirigida

baseada na actuagao das células T L

O conhecimento da sequenciagao parcial do genoma humano tem hoje ja aplicagdes
valiosas em Medicina Legal.

Um aspecto importante serd, ainda, o da previsdo, prevengao, diagnéstico e
tratamento de vdrios tipos de afecgbes que poderdo, havendo fugas a ética e a
deontologia, conduzir a problemas em que a Medicina Legal terd de se pronunciar. Um
desses aspectos € o da predisposi¢do organica para o desenvolvimento de neoplasias,
com conhecimentos hoje ja bem firmes, por exemplo para a glindula mamaria, para o
cblon e até para o estdmago.

Propusemo-nos verificar o que se passa na c€lula epitelial da glandula prostatica,

que na sua diferenciacdo morfolégica exprime o ja conhecido antigénio especifico da

prostata (PSA), e que deverd manifestar modificagdes da sua composi¢io membranar
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para, como célula distinta que €, conseguir o seu objectivo autonémico. Assim, o estudo
da variabilidade da expressdo dos antigénios do sistema HLA, presentes nas células
normais, nas células em modificagao, em células neopldsicas iniciais e em células
neopldsicas invasivas, poderd ser uma contribuicdo biopatoldgica com interesse em

Medicina Legal.
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II - OBJECTIVOS

1) Identificar, no sangue periférico, a expressdo dos antigénios HLA classe II (HLA-
DRB1) e avaliar se a populagdo de doentes em estudo apresenta um fendtipo

particular, quando comparada com a populagdo controlo.

2) Averiguar se existem alelos de susceptibilidade ou resisténcia ao aparecimento e

desenvolvimento do cancro da prostata.

3) Avaliar o nivel de expressao dos antigénios HLA classe I em tumores da préstata,
utilizando tecido tumoral e tecido normal adjacente. Isto €, averiguar se este tipo de
tumor exibe um fendtipo HLA alterado particular, de forma a justificar a ineficicia

da resposta imunitdria observada nos doentes.
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III - MATERIAL E METODOS

3.1. Diagnéstico histoldgico e selecgiio da populacio estudada

No presente trabalho foram estudados 32 doentes, com idades compreendidas entre
0s 52 e os 85 anos (com uma média de idades de 66,8 anos). Todos os doentes foram
submetidos a bidpsia prostatica transrectal no Servi¢o de Urologia do Hospital Geral de
Santo Anténio (H.G.S.A.), no periodo de Setembro de 2000 a Abril de 2001. Vinte
desses doentes ndo apresentavam indicagdes de carcinoma prostitico (DN); aos
restantes 12 foi-lhes diagnosticado carcinoma da préstata (DC), dos quais 3
apresentavam um tumor bem diferenciado (BD) com Gleason de 2-4 e os restantes 9 um
tumor moderadamente diferenciado (MD) com Gleason de 4-7. Destes 12 individuos, 3
fizeram uma prostatectomia radical.

Como populacdo controlo foi utilizado um grupo de 61 individuos, composto por
dadores de sangue saudéveis, ndo aparentados, de ambos 0s sexos e oriundos da mesma
regido geografica, pertencentes a um registo do Laboratério de Imunogenética do
Departamento de Patologia e Imunologia Molecular do Instituto de Ciéncias
Biomédicas de Abel Salazar (I.C.B.A.S.).

Os estudos foram efectuados em sangue periférico, tecido tumoral prostitico e
tecido prostitico aparentemente normal adjacente & lesdo. As amostras de carcinomas

prostaticos foram graduadas morfologicamente, utilizando o Sistema de Gleason ®.

3.2. Material biolégico
3.2.1. Colheita das amostras

Para a identificagdo dos genes HLA, através de técnicas de andlise molecular de
DNA foi utilizado sangue periférico dos individuos doentes e da populagdo controlo.

As amostras de sangue periférico foram colhidas por pung¢io venosa, para tubos de
colheita (Vacutainer Kemergard K3 EDTA), ja preparados com um anti-coagulante -
EDTA (Acido etilenodiaminotetracético). A colheita foi realizada no Laboratério de
Imunogenética do Departamento de Patologia e Imunologia Molecular do LC.B.A.S €
no Hospital Geral de Santo Anténio (H.G.S.A).
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Os estudos imunohistoquimicos foram efectuados em secgdes de tecido obtido por
bidpsia prostatica.

As bidpsias sdo ecodirigidas para a regido periférica da base, parte média da
glandula e dpice, de ambos os lados da préstata (Figura IlI-1). Foram assim obtidas em
cada doente 6 amostras, trés de cada lobo prostatico 7>, Os critérios para a realizagdo
da bi6psia foram:

a) toque rectal suspeito;
b) PSA (“Prostate Specific Antigen”) total superior a 10 ng/ml;
c) PSA total entre 4 ng/ml e 10 ng/ml e razdo PSA livre/PSA total

inferior a 17%.

Figura III-1. Representacio esquemdtica sagital de bidpsia prostética transrectal: préstata
(A), limen rectal (B), sonda de ultrasons (C), onda de som (D), e dispositivo de biépsia (E).
As bidpsias sdo dirigidas para a regifo periférica da base (1), parte média da glandula (2) e
dpice (3).

Adaptado de: (72).

Apés colheita, o espécime foi dividido em duas por¢des idénticas: uma dessas
porcdes foi imediatamente congelada a —70°C e posteriormente armazenada a essa
mesma temperatura, até€ ao seu processamento para estudo imunohistoquimico; a outra

porcio foi incluida em parafina liquida também para processamento
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imunohistoquimico. Este ultimo foi realizado no Servico de Anatomia Patologica do
Hospital Geral de Santo Anténio (H.G.S.A.).
Como material controlo foram utilizadas amostras de tecido prostatico normal dos

proprios doentes, recolhidas durante a bidpsia conjuntamente com o tecido tumoral.

3.3. Estudos genéticos

3.3.1. Extracg¢do de DNA — Método Cldssico: “Salting Out”

O DNA (Acido Desoxirribonucleico) gendmico foi isolado de leucdcitos de sangue
periférico, utilizando uma modificagdo do método cldssico de “Salting Out”, descrito

por Miller et al. ™

, no qual a solubilidade da maioria das proteinas se apresenta
bastante diminuida na presenga de elevadas concentragdes de sais, permitindo a sua
precipitacdo. Este método permite obter grandes quantidades de DNA, sendo
preferencialmente usado quando o DNA extraido se destina a ser armazenado

(congelado).

Numa primeira fase, isolaram-se as c€lulas mononucleares (leucdcitos),
centrifugando (centrifuga: Hettich zentrifugen Universal) amostras de 10 mL de sangue
a 2000 rpm, durante 10 minutos. Apds a centrifugagido, obteve-se a fase celular
(eritrécitos e buffy coat - anel de leucécitos) separada da fase liquida (soro). Retirou-se
o plasma e o buffy coat (com alguns eritrécitos a mistura) para um tubo Falcon de 50
mL (Greiner Labortechnik). Adicionaram-se 50 mL de um tampdo de lise de eritrécitos
(RCLB “Red Cell Lysis Buffer” — Concentrag@o Final: 1M Tris-HCI pH7.2; 5 M NaCl e
1 M MgCl,.6H;0), homogeneizou-se e incubou-se durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O passo seguinte consistiu numa centrifugagdo a 2000 rpm (centrifuga:
Megafuge 1.0 R- Heraeus Sepatech), durante 10 minutos a 4°C. Decantou-se o
sobrenadante (globulos vermelhos e outros) e obteve-se o pellet de leucécitos que foi
submetido a mais duas lavagens com RCLB e a novas centrifugagdes, até o
sobrenadante ficar limpido. Nesta fase, o pellet de leucécitos pode ser congelado a —
20°C ou continuar-se o procedimento, adicionando 3,5mL do tampao TE-2 (Tris-EDTA
- Concentragdo Final: 10mM Tris-HCI; 0,4 M NaCl; 2mM EDTA), 200 pL de 10%
SDS (“Sodium Dodecyl Sulfate”) e 10 uL da enzima Proteinase K (50mg/mL) (Sigma).
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O SDS ¢ um detergente que activa a enzima e juntamente com o TE-2 promove a lise
membranar. A lise celular leva a libertagdo do DNA e das proteinas intracelulares.
Ap6s agitagao no vortex (VM 2 CAT, M. Zipperer Gmbtt D79219 Stanfer), a amostra foi
incubada durante uma noite em banho-maria (GFL 1083), a 42°C, de forma a promover
a digestdo das células lisadas. As amostras digeridas foram, de seguida, transferidas
para um tubo cénico de 15 mL (Greiner Labortechnik ) e adicionou-se 1 mL de NaCl
6M. Este € um tampdo salino que precipita as proteinas, rebentando as membranas dos
leucécitos, deixando assim, o DNA livre no meio. Depois de ter sido agitada no vértex,
a solugdo foi submetida a agitagdo lenta num agitador magnético (Stuart Scientific-
platform Shaker STR 6) durante 10 minutos, até a mistura apresentar um aspecto leitoso,
resultante da precipitacdo das proteinas. Uma centrifugagdo a 3000 rpm, cerca de 20 a
30 minutos, a 23°C, permitiu separar o sobrenadante (que contém o DNA), que foi
transferido para um tubo Falcon 15 mL, desprezando-se assim as proteinas que ficam
no fundo do tubo. Finalmente, promoveu-se a precipitagio do DNA com 20 mL de
etanol absoluto (Merck) frio (-20°C), que desidrata a molécula de DNA obrigando-a a
sair da solugio. Por inversdo do tubo vérias vezes, obteve-se 0 DNA concentrado num
novelo. Este novelo foi lavado com 5 mL de etanol a 70% frio e depois ressuspendido
em tampao TE buffer (Tris-EDTA; Concentra¢dao Final: 10 mM Tris-HCI PH 7.2; e 1
mM EDTA). A quantidade de TE usada para diluir o DNA foi determinada pela
observagdo empirica do tamanho do novelo, para uma concentragdo de DNA de
aproximadamente 200 ng/uL. A solubilizagdo do DNA foi obtida apds 12 horas de

permanéncia num agitador rotativo (Stuart Scientific).

3.3.2. Tipagem genética HLA classe II- DRB1

3.3.2.1._Amplificacdo de baixa resolucdo dos alelos do locus HLA-DRB1 por
PCR-SSP

A identificacdo dos alelos HLA classe Il (locus DRBI1) foi efectuada por
amplificagdio do DNA genémico, utilizando a técnica de PCR (“Polymerase Chain

Reaction”) - SSP (“Sequence Specific Primers”) com primers especificos de sequéncia
(74,75.,6)

A técnica de PCR foi realizada pela primeira vez em 1985 por Kary Mullis,

constituindo actualmente uma ferramenta indispensivel no campo da biologia
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molecular, nomeadamente, em biologia da evolugéo, diagnédstico de doencas genéticas

humanas e ciéncias forenses "

. E um método simples, rapido, capaz de copiar e

amplificar sequéncias de DNA especificas (acima de 1 kb de comprimento) em minutos,

tornando possivel identificar material genético. Esta técnica permite analisar uma

determinada sequéncia numa amostra exigua de DNA, qualquer que seja a quantidade e

a qualidade do DNA, desde que tenha pelo menos uma cadeia de DNA intacta rodeando

a regido a ser amplificada " E necessério conhecer a sequéncia de DNA que rodeia a

regido de interesse, para ser possivel a construgdo dos primers especificos usados na

amplificagio. Conhecida a referida sequéncia € possivel escolher os primers por forma a

permitir a delimitacdo directa do local polimérfico. A técnica de PCR tornou-se um

meio indispensdvel na anélise de regides polimérficas em amostras de DNA humano,
permitindo com o uso do mesmo protocolo, pardmetros de PCR e reagentes, detectar um
nimero elevado de especificidades alélicas, em vérios locus "

Este processo baseia-se na amplificagdo enzimdtica “in vitro” de um fragmento de
DNA de interesse, flanqueado por dois primers que hibridizam com as extremidades 3’
da dupla cadeia 7”. O processo consiste em trés fases, as quais sdo repetidas em 20 ou
mais ciclos:

1. A primeira fase € a desnaturaciio da sequéncia de DNA que se pretende
estudar: a dupla cadeia (ds DNA) € aquecida a 95°C para dar origem a cadeias
simples de DNA (ss DNA) 7.

2. A segunda fase envolve uma diminuigio da temperatura entre os 30° a 70°C, o
qual permite o “annealing” ou hibridizacdo/ emparelhamento dos dois primers
oligonucleotidicos sintéticos, um para cada um dos modelos de cadeia simples
(o primer 1 hibridiza com a extremidade 3” da cadeia anti-sense € o primer 2
com a extremidade 3’ da cadeia sense)*'. Os primers sio moléculas pequenas,
de cadeia simples, as quais s3o complementares com o fim do segmento de
DNA a ser amplificado 7",

3. A dltima fase € constituida pela extensdo dos primers ao longo do modelo de
DNA de cadeia simples. Esta extensdo é conduzida pela DNA polimerase
termostavel (por exemplo: a Tag DNA polimerase), na presenga de
deoxinucleétidos trifosfatados (dNTPs: adenina - dATP, timina - dTTP,
guanina - dGTP e citosina - dCTP) a 72°C. Deste modo, duas moléculas de

DNA de cadeia simples sdo geradas a partir de uma molécula de DNA original
)
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Cada ciclo permite uma duplicagio teérica da sequéncia inicial (quantidade de DNA
presente), correspondendo a um crescimento exponencial da referida sequéncia, ou seja,
decorridos 20 ciclos 0 DNA em estudo, delimitado pelos primers, cuja sequéncia de
bases foi previamente seleccionada, estard amplificado cerca de 1 milhdo de vezes )

(Figura III-2).
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Figura III-2. Representagio esquemdtica das fases que constituem o processo de
PCR: 1) desnaturagéo pelo calor (95°C); 2) reducdo da temperatura que permite o
emparelhamento dos primers; 3) sintese de DNA por extensio dos primers,
efectuada pela enzima Taq polimerase (72°C); 4) desnaturagio pelo calor (95°C).
Adaptado de: (77).

Neste trabalho, foi efectuada a amplificacdo genérica do locus HLA-DRB1 (baixa

74, 75, 78
( ) e

resolugdo) por PCR-SSP, utilizando primers previamente descritos
actualizados no 11° e 12 ° Workshop Internacional de Histocompatibilidade (Tabela III-

3).
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Para a amplificagdo de baixa resolugéo dos alelos do locus HLA-DRBI, o primeiro
passo consistiu na distribui¢do das misturas dos primers usados para a tipagem de cada
alelo. Distribufram-se 5 uL de cada uma das misturas de primers (24 misturas de
primers para o locus HLA-DRBI1) (Tabela III-3), em tubos de PCR (Robbins
Scientific.). Como controlo interno de amplificagdo, foi também adicionado em cada
reaccdo de PCR um par de primers: Primer sense (P5’): CAmp A - tgc caa gtg gag cac
cca a e Primer anti-sense (P3’): CAmp B - gca tct tgc tet gtg cag at.

As misturas foram armazenadas a —20°C até a sua utiliza¢@o na reac¢do de PCR.

Para efectuar a reac¢io de PCR, preparou-se uma mistura de PCR, num tubo de
eppendorf (Sarstedt-Aktiengesellsechaft) de 0,5 mL. Esta mistura de PCR continha 84
puL de uma mistura-mde previamente preparada (master-mix)¥; 29 pL. de DNA (50

ng/pL); 24 uL de dgua estéril bidestilada e 2,2 uL de Tag DNA polimerase.

* A master-mix é uma solugdo composta pelos seguintes reagentes:
a) 960 uL de dgua esterilizada;

b) 1 mL de tampdo (10 x NH, *( s/ Mg™") (Bioline);

¢) 360 pL de MgCL,,

d) 500 pL de glicerol (Sigma)

e) 20 pL de dNTPs (Amersham Pharmacia),

f) 100 pL de vermelho de cresol.

Cada um dos componentes referidos foi agitado no vértex (Retsch Mixer), antes de
adicionado 2 mistura de PCR. A enzima Tag DNA polimerase (Bioline) foi o dltimo
reagente a juntar-se a mistura.

Depois de preparada e agitada no vértex, adicionaram-se 5 uL da mistura de PCR,
com uma pipeta de distribuigdo, a cada tubo de PCR que continha a respectiva mistura
de primers. Assim, para um volume final de 10 pL usou-se: 5 uL de mistura de primers
+ 5 pL da mistura de PCR. A reac¢do de PCR foi realizada num termociclador
GeneAmp PCR System 2700 (Perkin-Elmer, Roche, USA), de acordo com o programa

de amplificag@o descrito na tabela III-2.
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Tabela ITI-2: Parimetros do programa de amplificagéio para PCR-SSP do polimorfismo HLA-
Classe IL

Passo Temperatura ("C) Tempo (minutos/segundos) N°de ciclos
Desnaturag@o inicial 94 2' 1
Desnaturagio 94 107 10
Emparelhamento (“Annealing”)/ 65 1’

/Extensio

Desnaturacao 94 10

Emparelhamento 61 50" 20
Extensdo 72 30

_Armazenamento (opcional) |4 indefinido L

3.3.2.2. Electroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados por PCR foram determinados por electroforese horizontal
em gel de agarose (Ultrapure agarose GibcoBRL) a 1,5 %, durante 30 minutos em
tampdo TAE 1x (composto por Trizma Base, EDTA.Na, e Acido Acético Glacial). Foi
utilizada uma tina de electroforese (Pharmacia Biotech-hoefer Supersub) ligada a uma
fonte de alimentagdo (Desaga Sarstedt-Gruppe desatronic 500/500).

Os resultados foram visualizados num transiluminador U.V. (Vilber Lourmat) com a
ajuda de brometo de etidio (Sigma), adicionado ao gel durante a sua preparagio. O
brometo de etidio, quando ligado a dupla cadeia de DNA, produz fluorescéncia a luz
Ultra-Violeta. Finalmente, o gel foi fotografado com uma mdquina Kodak digital
science DC120 Zoom Mega Pixel S/N: EK B90400416.

3.3.3. Estudo imunohistoquimico da expressao dos antigénios HLA classe 1

A identificagdo imunohistoquimica dos antigénios HLA classe I foi realizada em
secgdes de tecido prostitico incluido em parafina, utilizando os seguintes anticorpos:
HC10, anticorpo monoclonal (mAb) que reconhece cadeias pesadas de HLA-A, -B, -C
(em parafina e cortes congelados), gentilmente cedido pelo Prof. Soldano Ferrone;
NCL-B2Mp (Novocastra Laboratories Ltd.), anticorpo policlonal que reconhece a 2-

microglobulina humana.
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Para o estudo imunohistoquimico, foi utilizado o método complexo da Avidina-
Biotina-Peroxidase (ABC) descrito por Hsu et al. em 1981 7. Este procedimento
utiliza um anticorpo biotinilado e um complexo avidina/enzima biotinilada pré-
elaborado. A avidina tem uma afinidade extraordinariamente elevada pela vitamina
biotina, isolada da clara do ovo (mais de 1 milhdo de vezes superior a afinidade de um
anticorpo pela maioria dos antigénios), dai que a ligagdo da avidina a biotina seja
essencialmente irreversivel. Além disso, a molécula de avidina apresenta quatro locais
de ligago para a biotina ®**"

Neste método, apés a aplicagdo do anticorpo primdrio, € aplicado um anticorpo
secundario biotinilado (anticorpo de ligacdo). A biotinilagdo € um processo intermédio,
através do qual a biotina se liga covalentemente ao anticorpo. Segue-se a aplicagio de
um complexo avidina-biotina-enzima pré-elaborado. Os locais de ligagdo da avidina,
pertencente a este complexo, que ainda estdo livres vao-se ligar a biotina do anticorpo
de ligagao 75081,

Este método apresenta uma sensibilidade mais de 40 vezes superior a de qualquer
outro método de imunoperoxidase, além das vantagens de reducdo da coloragdo de
fundo (inespecifica) e de economia de reagentes, j4 que os anticorpos podem ser

utilizados em dilui¢es maiores que as normalmente utilizadas noutras técnicas 7,
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Figura III-3: Esquema representativo em que se baseia o método complexo da
Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC).

3.3.3.1. Método da Avidina-Biotina-Peroxidase Complexo (ABC)

A partir dos blocos de parafina onde estavam incluidas as amostras de tecido dos
doentes, fizeram-se num micrétomo (Leica RM2035) cortes seriados com 3 pum de
espessura, que foram colocados sobre laminas revestidas de gelatina. A gelatina
favorece a adesdao do corte A lamina, evitando que este se destaque durante os
tratamentos subsequentes. As laminas de vidro (Merck) foram lavadas com etanol e
depois de secas foram mergulhadas cinco vezes consecutivas numa solu¢do aquecida
(56°C) de gelatina a 0.5% e de KCr(SO4) 2x12H,0 (Fish) a 0.05% em 4gua destilada.
Secaram durante a noite a temperatura ambiente, sendo posteriormente armazenadas a —
4°C para evitar a multiplicagdo de microorganismos.

As lAminas com os cortes foram colocadas numa estufa (Memmert 854 Schwabach) a
37°C, onde permaneceram durante toda a noite, de modo a que os cortes ficassem
completamente secos. De seguida, os cortes foram desparafinados com xilol e

rehidratados numa série decrescente de dlcoois (100%, 95%, 70%) e por dltimo com
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dgua corrente. Os cortes utilizados para avaliar a imunoexpressdo dos dois anticorpos
néo foram sujeitos a tratamentos de recuperagio antigénica (protedlise).

Seguiu-se o bloqueio da peroxidase enddgena, no qual os cortes incubaram com
per6xido de hidrogénio a 30% (Merck) diluido a 1:10 em metanol (Merck), durante 10
minutos. Este passo € necessdrio, porque vamos utilizar a peroxidase para localizar o
anticorpo, através do uso de um substrato (peréxido de hidrogénio) € um cromogéneo
DAB (3'3'-diaminobenzidina tetrahidrocloridro). Posteriormente, os cortes foram
lavados com TBS (Tampéo TRIS Salino) e incubaram com o soro normal para bloquear
as ligacdes inespecificas, em cdmara himida durante 20 minutos. O soro normal foi
diluido a 1:5 em albumina sérica bovina (BSA, Sigma) diluida a 10% em TBS. Os
cortes para o anticorpo monoclonal (HC10) incubaram com soro normal de coelho SNC
(Dako) e os cortes para o anticorpo policlonal (NCL-B2Mp) com soro normal de porco
SNP (Dako).

A aplicagdo do soro normal evita a coloracdo de fundo, devido a ligacdo nao
especifica dos anticorpos ao colagéneo e elementos do tecido conjuntivo. Se ndo se
aplicar o soro normal antes do anticorpo primdrio, os anticorpos secundérios vao-se
ligar a estes anticorpos primérios néo ligados especificamente e quando reagem com 0
substrato cromogéneo, vao produzir uma colorag@o positiva ndo especifica.

Depois de retirar 0 excesso de soro normal, os cortes incubaram com o respectivo
anticorpo primdrio, em cAmara hiimida a temperatura de 4°C durante 18 horas (durante a
noite). Os dois anticorpos primdrios utilizados e as respectivas dilui¢des encontram-se

sumariadas na tabela III-1.

Tabela ITI-1: Anticorpos utilizados neste estudo.

Anticorpo Clone Origem Diluicio  Pré-tratamento
- HC10 SV 9998 FerroneS.,USA  1:30  Nenhum
NCL-B2Mp Policlonal Novocastra, 1:600 Nenhum
U.Kingdom
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Ap6s a lavagem com TBS, os cortes foram incubados com o anticorpo secundario
marcado com a biotina, produzido na mesma espécie animal que o soro normal ndo
imune e dirigido contra as imunoglobulinas da espécie produtora do anticorpo primério.
Sendo assim, para o anticorpo monoclonal utilizamos o anticorpo de coelho anti-ratinho
biotinilado CAR-B (Dako) e para o anticorpo policlonal utilizamos o anticorpo de porco
anti-coelho biotinilado PAC-B (Dako). Os anticorpos secundarios foram diluidos a
1:200 com BSA a 5% e os cortes incubaram em cdmara himida a temperatura ambiente,
durante 30 minutos.

Seguidamente, ap6s a lavagem com TBS os cortes foram incubados com o complexo
avidina-biotina-peroxidase (Dako) diluido 1% em BSA a 5%, em cdmara himida
durante 30 minutos. Este deve ser preparado 30 minutos antes da sua aplicagéo.

Depois de nova lavagem, a visualiza¢do dos locais de ligagio do anticorpo primario
ao antigénio tecidular foi efectuada pela adi¢do do substrato cromogéneo DAB (Sigma)
a Img/ml em tampdo TRIS 0.05M a pH=7.6 (Dako), ao qual se adicionou peréxido de
hidrogénio a 30% na dilui¢do 0.075% imediatamente antes da utilizagdo. O DAB actuou
durante 7 minutos, excepto quando a marcagio era evidente mais cedo e o tempo de
actuacio foi reduzido a fim de evitar ligacdes inespecificas com marcagio de fundo.

Os cortes foram colocados em 4gua corrente durante cerca de 20 minutos, sendo
depois contrastados com hematoxilina de Mayer (Merck) durante 1 minuto, e
diferenciados em &4gua corrente. Posteriormente, foram desidratados numa série
crescente de alcoois (70%, 95%, 100%) e diafanizados com xilol. As preparacdes foram
montadas com o ep6xido Entellan (Sigma).

As lavagens em TBS foram sempre feitas em duplicado, durante 5 minutos cada.

Como controlo positivo foram utilizados cortes de ginglios linfaticos humanos.

3.4. Anilise estatistica

As frequéncias fenotipicas para o locus HLA-DRB1 foram obtidas por contagem
directa em cada um dos grupos de individuos estudado. Para analisar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias fenotipicas entre a populagio
de doentes e a populagéo controlo, foi utilizado o teste de x2 ou teste exacto de Fisher,

utilizando o programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences) (version 10.0 for

41



Material e Métodos

Windows). As diferengas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas
para valores de p<0,05.

Para se poder determinar se o facto de um individuo ser portador de um determinado
alelo HLA constitui para ele um risco acrescido para contrair a doenga, serd necessério
comparar o risco de contrair a doenga nos individuos que possuem o alelo e naqueles
que ndo apresentam esse alelo. A razio entre a incidéncia da doenga nos individuos com
o alelo e a incidéncia da doenga nos individuos sem o alelo, dd-nos o Risco Relativo
(RR). Se existir associag¢do do alelo a doenga, o RR constitui uma medida de for¢a desta
associacdo. Neste trabalho realizou-se um estudo de individuos doentes versus
populagdo controlo, ndo sendo por isso possivel determinar a incidéncia da doenga nos
individuos com e sem alelo. Deste modo, ndo se pode calcular o risco relativo
directamente. O programa SPSS dd-nos o valor do Odds Ratio (OR), que constitui a
estimativa mais aproximada ao risco, uma vez que quantifica directamente a
probabilidade que uma pessoa que possui um determinado alelo HLA (factor de risco)
tem de possuir a doenga, por comparag¢do com aqueles individuos que ndo possuem esse
alelo.

Assim como h4 alelos de susceptibilidade 4 doenga, também podem ser encontrados
alelos de protec¢do ou de resisténcia & doenca. Neste caso, € calculada a chamada

Fraccdo Preventiva, a partir da seguinte férmula:

(1-RR) * fd

RR * (1-fd) + fd

em que: FP = Fracgdo Preventiva
RR = Risco Relativo = OR (Odds Ratio)

fd = frequéncia do alelo na populagio de doentes
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tipagem genética do locus HLA-DRB1

Para a andlise do locus HLA-DRB1 foram estudados 32 doentes, 20 dos quais ndo
apresentavam indicagdes de carcinoma prostitico (DN). Aos restantes 12 foi-lhes
diagnosticado carcinoma da préstata (DC), dos quais 3 apresentavam um tumor bem
diferenciado (BD) com Gleason de 2-4 e os restantes 9 um tumor moderadamente
diferenciado (MD) com Gleason de 4-7.

Para comparagio das frequéncias fenotipicas do locus HLA-DRB1 obtidas para o grupo

de doentes, foi utilizado como populagéo controlo um conjunto de 61 individuos saudéveis.

4.1.1. Exemplo de genotipagem HLA Classe II - locus DRBI

Para todos os individuos estudados, a identificagio dos alelos HLA-DRBI foi efectuada
por amplificagdo do DNA genémico por PCR-SSP (capitulo "Material e Métodos", pag.
38).

Na figura IV-1 encontra-se representada uma fotografia de um gel de agarose, tirada
apés a corrida electroforética, para um dos doentes (n° registo PR28-01.234). A
genotipagem deste individuo foi realizada com o auxilio da tabela III-3 apresentada no
capitulo “Material e Métodos” (pags. 43 e 44 ).

Na interpretagdo dos géis foram consideradas como amplificages especificas apenas
aquelas que apresentaram bandas de peso molecular correspondentes ao do produto

amplificado especifico, além da banda de controlo interno (Ci).
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Figura IV-1. Exemplo de genotipagem para o locus HLA-DRB1 por PCR-SSP. A
direcgdo da migragdo electroforética € de cima para baixo. As misturas, numeradas de 1 a
24 (Tabela III-3) foram colocadas no gel por ordem numérica. A banda Ci possui 796 pb.
As setas brancas indicam bandas especificas.

Pela observagio da figura IV-1 referente ao locus HLA-DRBI, pode verificar-se a
amplificagdo da mistura 4, que origina a banda de 197 pb, indicando a presenga do alelo
HLA-DRB1*15. Esta especificidade é confirmada pela banda de aproximadamente 200 pb,
originada da amplificagdo da mistura 22, especifica para o gene DRB5. Uma vez que estas
sfo as tnicas bandas especificas que aparecem no gel, o doente PR28-01.234 apresenta
apenas um alelo para o locus DRB1, o alelo HLA-DRB1*15.

A identificagdo de apenas um alelo na tipagem genética pode ser o resultado de uma das
seguintes situagdes:

a) O individuo é homozigético para o tnico alelo encontrado;

b) O conjunto de primers utilizado ndo descrimina o alelo presente no individuo
em causa;

¢) Oindividuo apresenta um alelo que ainda n@o foi descrito;

d) O individuo possui um alelo nulo, possivelmente pela ocorréncia de uma
deleccio.

De todas estas hipGteses, a mais provdvel é a homozigotia. Ndo sendo, no entanto,
possivel confirmar esta hip6tese, devido a auséncia de amostras de DNA dos progenitores,
consideram-se todas as possibilidades. Assim, a tipagem genética a considerar para o

doente PR28-01.234 ¢ HLA-DRB1*15,X.
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4.1.2. Frequéncias fenotipicas obtidas para os alelos HLA-DRBI

As frequéncias fenotipicas obtidas para os diferentes grupos de doentes e populagio
controlo, para o locus HLA-DRB1, sdo apresentadas na tabela IV-1. Pela sua observag@o,
pode-se constatar que no grupo total de doentes estudados, a frequéncia fenotipica do alelo
HLA-DRB1*01 apresenta um valor cerca de duas vezes superior ao obtido para a
populagdo controlo (31,3% Dtotal vs. 16,4% na P.Cont.) com OR>2. Quando se consideram
os subgrupos de doentes, este valor também se encontra aumentado, relativamente a
populagdo controlo, nomeadamente no grupo de doentes com tumor (DC), onde atinge um
valor de 41,7% (graf. IV-3).

Para a populagdo total de doentes, destaca-se ainda um aumento na frequéncia do alelo
HLA-DRB1*0701 (graf. IV-1), presente em 43,8% dos doentes e em apenas 24,6% dos
individuos pertencentes a populagdo controlo (OR=2,385 ; p=0,065). O valor de p €
significativo (p=0,035 ; OR=4,293), quando apenas se considera o grupo de doentes com
carcinoma: 58,3% destes sio HLA-DRB1*0701 (graf. IV-3 e IV-5). A frequéncia deste
alelo nos doentes com um tumor moderadamente diferenciado (MD) € de 66,7%
(OR=6,133 ; p=0,018) (graf. IV-4 e IV-5). Estes resultados sdo concordantes com um

estudo semelhante efectuado por Yagci et al. @

, que também observou um aumento
significativo na frequéncia deste alelo - HLA-DRB1*0701 - numa populagdo de doentes
turcos com carcinoma da prostata.

A observacdo do grifico IV-4 permite ainda constatar um aumento significativo na
frequéncia do alelo HLA-DRB1*1001 no grupo de doentes MD (33,3% vs. 6,6% na
P.Cont.; OR=7,125 ; p=0,041). Embora o subgrupo BD tenha apenas 3 individuos, também
se observou um aumento nas frequéncias dos alelos HLA-DRB1*0701 e HLA-
DRB1*1001.

Os alelos HLA-DRB1*0701 e HLA-DRB1*1001 poderédo assim ser considerados alelos
de risco ou de susceptibilidade & doenga.

De uma forma interessante, € encontrada uma diminui¢do no valor da frequéncia
fenotipica do alelo HLA-DRB1*13 na populagdo total de doentes (12,5% vs. 29,5% na
P.Cont. ; OR=0,341 ; p=0,077) (graf. [V-1). A diminui¢io mais acentuada verifica-se no

subgrupo DC, no qual a frequéncia fenotipica observada é apenas de 8,3% (graf. IV-3).
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Estes resultados sugerem que este poderd ser um alelo de protec¢do ou de resisténcia &
doenga. Por isso, foi calculada a Fracgdo Preventiva deste alelo, para a qual se obteve o
valor de 7,19. Este valor significa que quem possuir este alelo, poderd estar 7 vezes mais
protegido contra a doenga, ou seja, serd 7 vezes menos susceptivel de a vir a desenvolver,
do que uma outra pessoa que ndo apresente o alelo.

Verifica-se ainda uma diminugdo da frequéncia do alelo HLA-DRB1*15 no grupo total
de doentes, em relagdo a populagio controlo, em particular no subgrupo DC (8,3% DC vs.
23,0% na P.Cont.), estando também ausente do subgrupo MD. E ainda de salientar a
auséncia total do alelo HLA-DRB1*08 de qualquer um dos grupos de doentes estudados
(tabela IV-1).

O grafico IV-3 permite ainda observar um aumento ndo significativo na frequéncia do
alelo HLA-DRB1*04 no grupo de doentes com carcinoma (33,3% DC vs. 26,2% na P.Cont.
; p=0,725). Um estudo de Azuma et al. ®3 sobre uma populagio de doentes japoneses,
mostra que a frequéncia do alelo HLA-DRB1*04 se encontra significativamente aumentada
no grupo de doentes com carcinoma da préstata (36,2% vs. 26,3% na populagio controlo ;
p<0,05), embora o OR seja inferior a 2. Verifica-se que o valor da frequéncia deste alelo na
populagio controlo no estudo japonés € igual ao obtido no nosso estudo. Além disso,
também se pode constatar uma aproximagdo entre os valores da frequéncia obtida para o
grupo de doentes com carcinoma (33,3% no nosso estudo vs. 36,2% no estudo japonés). No
entanto, o aumento do alelo HLA-DRB1*04 observado no nosso grupo de doentes nédo é
estatisticamente significativo (p=0,725), o que pode ser explicado pelo facto do nimero de
casos por nés estudados ser muito inferior (DC=12 individuos) ao utilizado no estudo
japonés (mais de 1000 individuos).

E ainda de registar um aumento na frequéncia fenotipica do alelo HLA-DRB1*11 no
grupo de doentes aos quais ndo foi diagnosticado carcinoma da préstata, mas que foram

submetidos a bidpsia (30,0% DN vs. 14,8% na P.Cont.).
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Tabela IV-1: Frequéncias fenotipicas para o locus HLA-DRB1 na populagio de doentes, diferentes
subgrupos e populagio controlo.

Dtotal (N=32) DN (N=20) DC (N=12) BD (N=3) * MD(N=9)  P.Cont. (N=61)

Aleo N Freq. (%) N Freq.(%) N Freq.(%) N Freq.(%) N Freq.(%) N Freq. (%)
HLADRBI*0l 10 313 5250 5 417 2 667 3IB3 10 164
HLADRBI*03 7 219 5250 2 167 0 00 2 22 1 180
HLADRBI*04 8 250 4200 4 33 2 667 2 22 16 262
HLADRBI*0701 14 438 7350 7 583 1 33 6 667 15 246
HLADRBI*08 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 5 82
HLADRBI*0901 1 31 150 0 00 0 00 0 00 4 66
HLADRBI* 1001 3 94 0 00 3250 0 00 3 B3 4 66
HLADRBI* 11 7 219 6 300 1 83 0 00 1111 9 148
HLADRBI*12 1 3] 150 0 00 0 00 0 00 2 33
HLADRBI*13 4 125 3150 1 83 0 00 1o 18 295
HLADRBI*14 1 31 150 0 00 0 00 0 00 2 33
HLADRBI*15 3 94 2100 1 83 1 333 0 00 14 230
HLADRBI*X 5 156 5250 0 00 0 00 0 00 6 98

D total = total de doentes estudados; DN = doentes normais (sem carcinoma); DC = doentes com carcinoma
(presenga de tumor); BD = doentes com tumor bem diferenciado; MD = doentes com tumor moderadamente
diferenciado; P.Cont. = populagio controlo; Freq. (%) = frequéncia fenotipica (em percentagem); N =
nimero de individuos.

* Dado o reduzido nimero de doentes pertencentes ao grupo BD, os resultados apresentados para este £grupo
sdo apenas informativos.

Nota: o alelo HLA-DRBI1*16 ndo € apresentado na tabela, ji que ndo se encontra representado nem na
populacio de doentes, nem na populagio controlo.
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Pop. Doentes vs Pop. Controlo
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Grafico IV-1: Representagdo grifica das frequéncias fenotipicas para os vérios alelos HLA-DRB1
entre o grupo total de doentes estudados e a populagdo controlo.

Carcinoma vs s/ Carcinoma

@ Carcinoma
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Grafico IV-2: Representagio grifica das frequéncias fenotipicas para os vérios alelos HLA-DRB1

entre 0 grupo de doentes com carcinoma e o grupo de doentes sem carcinoma.
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Doentes ¢/ Carcinoma vs Pop. Controlo
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Grafico IV-3: Representagdo gréfica das frequéncias fenotipicas para os vérios alelos HLA-DRBI
entre o grupo de doentes com carcinoma e a populagio controlo.

MD vs Pop. Controlo

MD
@ Pop. controlo

Freq. Fenotipicas (%)

Grafico IV-4: Representagdo grifica das frequéncias fenotipicas para os vérios alelos HLA-DRBI
entre 0 grupo de doentes com um tumor moderadamente diferenciado (MD) e a populagéo controlo.
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Alelos mais significativos
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Grafico IV-5: Representacio gréfica das frequéncias fenotipicas para os alelos HLA-DRBI1 que
apresentaram diferengas mais significativas entre os vérios grupos de doentes e a populagdo
controlo.

4.2, Estudo imunohistoquimico da expressao dos antigénios HLA classe I

Na tabela IV-2, sdo apresentados os resultados do estudo imunohistoquimico, em cortes
histolégicos de bidpsia de carcinoma da préstata. Para a expressdo da B2-microglobulina
(marcag@o com o anticorpo NCL-B2Mp) na area de carcinoma (células neoplasicas) pode-
se verificar que em 50% dos casos ndo houve marcagdo e que em 30% se verifica apenas
uma marcagdo fraca (graf. IV-6). Estes resultados sugerem que em metade dos casos houve
uma perda total de expressdo da f2-microglobulina nas células tumorais, resultados que sdo

apoiados pelas observacdes de Algarra ef al.

num estudo que refere que a perda total de
expressdo dos antigénios HLA classe I ocorre entre 9% e 52% dos tumores em geral. No
entanto, a percentagem de casos obtida neste trabalho € substancialmente maior que a
observada por Algarra et al. para o cancro da préstata (50% vs. 34%). Se, de uma forma
geral, se considerar qual a percentagem de casos, nos quais se verifica uma perda parcial ou
total da expressdo dos antigénios HLA, obtém-se uma percentagem de 80%, muito préxima

dos 90% encontrados por Lu er al. “® para o cancro da préstata.
p p
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Ainda para a expressdo da f2m, no tecido normal adjacente a leséo, verifica-se que em
42,9% do total de casos se regista uma intensidade de marcagdo fraca. Marcagio mais
intensa (++) € observada em 21,4% dos casos, e em 35,7% dos casos observa-se uma
intensidade de marcagéo forte.

Relativamente a expressdo da cadeia oo da molécula HLA classe I (marcagdo com o
anticorpo HC10) na 4rea da lesdo, verifica-se auséncia de marcagdo em 85,7% dos casos,
sendo de referir num tinico caso uma marcacfo de fraca intensidade (graf. IV-7). Apesar do
reduzido nimero de casos estudados (7 casos), devido a falta de material biolégico dos
doentes, os resultados obtidos (85,7%) sdo concordantes com os obtidos por Lu et al. (90%)
para a percentagem de casos onde se verifica uma perda total ou parcial da expressdo dos
antigénios HLA classe I.

No tecido normal adjacente & lesdo, verifica-se que em 54,5% dos casos ndo h4
marcagdo, o que ndo era de todo esperado, ja que a cadeia oo da molécula HLA classe I &
constitutivamente expressa em todas as células normais nucleadas do organismo humano.
Uma marcagdo de intensidade fraca é observada em 27,2% dos casos e apenas 18,2%

registam uma marcag¢io mais intensa (++).

Tabela I'V-2: Nimero de casos observados para os vdrios graus de intensidade da marcagio com os
anticorpos NCL-B2Mp (B2-microglobulina) e HC10 (cadeia o do HLA classe I), nas 4reas de
carcinoma e tecido normal adjacente observado em cortes histoldgicos de bi6psia de carcinoma
prostético.

Marcaiiipr (int_en_1_sid_ade)

i + + N Total de casos
. _ N % N % N % N %
C 5 50,0 3 300 1 10,0 1 10,0 10
NCL-B2Mp
TN 0 00 6 429 3 214 5 35,7 14
6 85,7 1 143 0 00 0 00 7
HC10
TN 6 54,5 3 272 2 182 0 00 11

- : auséncia de marcagdo; graus de intensidade da marcagdo: + a +++

C = carcinoma

TN = tecido normal adjacente

N = niimero de casos

Nota: o nimero total de casos nio corresponde necessariamente ao nimero total de doentes.
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Marcacgiao do NCL-B2Mp (f2m)
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Intensidade da marcagiio

Grafico IV-6: Representagdio grifica da percentagem de casos para cada um dos graus de
intensidade da marcagio com o anticorpo para a P2-microglobulina (NCL-B2Mp), no
carcinoma e no tecido normal adjacente.

Marcacgao do HC10 (cadeia o)
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Intensidade da marcacfo

Grifico 1V-7: Representagao grifica da percentagem de casos para cada um dos graus de
intensidade da marcagdo com o anticorpo para a cadeia o do HLA classe I (HC10), no
carcinoma e no tecido normal adjacente.
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Figura IV-1. Exemplos de resultados obtidos no estudo imunohistoquimico para a expressdo da
cadeia leve (32-microglobulina) da molécula HLA classe I, utilizando o anticorpo NCL-B2Mp.
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Figura IV-2. Exemplos de resultados obtidos no estudo imunohistoquimico para a expressdo da
cadeia pesada (cadeia o) da molécula HLA classe I, utilizando o anticorpo HC10.

56



Conclusges

V - CONCLUSOES

Na popula¢do de doentes estudada, foi possivel verificar uma associagio entre os
doentes com carcinoma da prdstata e os alelos HLA-DRB1*0701 e HLA-DRB1*1001,
nomeadamente no grupo de doentes com um tumor moderadamente diferenciado. O
facto do aumento da frequéncia destes alelos ser mais significativo nos doentes com
carcinoma que apresentam um grau de diferenciagio menor, pode significar que a
presenca destes dois alelos estd associada a uma susceptibilidade a progressio da
doenga, e portanto indicar uma susceptibilidade ao desenvolvimento de um tumor. Os
alelos HLA-DRB1*0701 e HLA-DRB1*1001 poderfio assim ser considerados alelos de
risco ou de susceptibilidade a doenga.

Por outro lado, foi encontrada uma associagido "negativa” do alelo HLA-DRB1*13
com a doenga. Este alelo encontra-se diminuido na populagdo de doentes, quando
comparada com a populagio controlo, diminuigao essa que, no entanto, nio chega a ser
significativa. O célculo da Frac¢do Preventiva permitiu chegar a um valor de 7,19 , o
que significa que quem possuir este alelo poderé estar 7 vezes mais protegido contra a
doenga, do que um individuo em que no seu fenétipo este alelo esteja ausente.

Relativamente ao estudo da expressio dos antigénios HLA classe I no tecido
prostitico dos doentes, concluiu-se que esta expressdo estd diminuida ou até mesmo
ausente nos tecidos onde existe lesdo. Isto verifica-se, quer para a cadeia leve da
molécula HLA classe I (B2m) identificada pelo anticorpo NCL-B2Mp, quer para a
cadeia pesada (cadeia o) identificada pelo anticorpo HC10, embora no primeiro caso os
resultados tenham sido mais consistentes, tanto no tecido lesionado como no tecido
normal adjacente.

Este estudo demonstrou que, para o cancro da préstata, assim como sucede em
muitos outros tumores, a expressdo dos antigénios HLA da classe I a superficie das
c€lulas neoplésicas, se encontra bastante diminuida ou até mesmo ausente.

A diminui¢do ou auséncia de expressdo destas moléculas poder4 ser um mecanismo
de escape das c€lulas tumorais 2 vigilancia efectuada pelas células do sistema imune. O
esclarecimento deste mecanismo poderé ser um veiculo para o desenvolvimento de uma
imunoterapia especifica dirigida, mediada pelas células do sistema imune. Além disso, o

conhecimento do fenétipo HLA exibido pelo tumor, poderd representar um critério
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importante na seleccdo dos doentes, para a elaboracgio de um protocolo

imunoterapéutico efectivo.

O estudo da expressdo destes antigénios, utilizando outros anticorpos especificos de
locus ou de alelos, poderdo permitir a identificagio de outros fenétipos HLA
frequentemente encontrados noutros tumores, além do Fenétipo 1 (perda total de
antigénios HLA) encontrado neste trabalho.

Além disso, seria também importante efectuar a tipagem genética de individuos com
carcinoma da préstata, para os restantes loci da classe II (HLA-DP e -DQ) e para os loci
da classe I (HLA-A, -B e -C), para poder identificar outros possiveis alelos de

susceptibilidade.
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Anexos

Niweis séricos de " & i
Cédigo (n° registo) | Idade | PSA (PSA total) liweﬁ‘;?itsa’]‘(% ) B d:‘:f.';.“’ DRB1*
(ng/ml)
PRO1-00.333 72 21 . H00/7184 |03, 11 DRB3+
PRO2-00.334 78 14,5 18,1 HO0/7173 |0701, x : DRB4+
PRO3-00.335 7 8,9 12,6 HO00/7169  |0103, 0701 : DRBA+
'PRO4-00.352 53 12,7 17 HOL/1926 |04, 11 : DRB3+, DRB4+
PR05-00.353 64 80 11,0 H00/7567 |03, 15 ; DRB3+, DRBS+
PRO7-00.354 55 52 A HO00/7565 0701, 1001 ; DRB4+
CPROS00374 | 77 85 107 |Hoor7783 [oi04;DRB4r
PR09-00.375 66 144 » H01/2377 |0701, 11 ; DRB3+, DRB4+
PRICOO3T6 | 68 76 211 |noorr7st foror, 1001 ; DRBA-
PRI | 72 35 153 [H007779 o701, 11 ; DRB3+, DRB4+
PRI2-00.501 68 12 i H00/8207 |03, x; DRB3+
PRI3-00.502 68 11,1 14.7 HO0/8208 |04,x;DRB4+
PRI4-00.425 63 153 193 H00/8409 |0701, 13 ; DRB3+, DRB4+
PRI5-00.426 58 31 i HOO/3415  |0901, 11; DRB3+, DRB4+
PRIG-0LO17 64 62 13,9 HO1/0241 [o01,13;DRB3+
PRI7-0L101 78 148 85 HO1/0243  [03,04 ; DRB3+, DRB4+
PR18-01.103 72 89 14 HO1/0245 |04, 15 ; DRB4+, DRBS+
" PRIS-0L182 57 137 38 HO1/1355 |01, 0701 ; DRB4+
“PR20-01. 146 52 56 90 HO1/1350 |0701,13 ; DRB3+, DRB4+
PR21-0L181 64 113 123 HO1/1359 |01, 0701 ; DRB4+
PR22-01.186 71 16,1 2,7 HO1/1348 |01, 03 ; DRB3+
PR23-01.174 64 46 8,5 HOI/1923 |11, 12; DRB3+
" PR240LITT 85 52 16,2 HOI/1915 |01, 04 ; DRB4+
PR25-01.206 67 102 13,0 HO1/2150 |01, 13 ; DRB3+
PR26-01.207 54 438 148 HO1/2371 |04, x; DRB4+
PR27-01.203 81 13,3 19,0 H01/2373 04, 14 ; DRB3+, DRB4+
PR28-01.234 60 6,0 232 HO1/2814 |15, x; DRBS+
PR29-01.231 70 6,5 11,0 HO1/2807 |01, 03 ; DRB3+
PR30-01.235 7 47 i HO1/2819 |01, 0701 ; DRB4+
PR31-01.233 62 2,6 ; HO1/2810 |0701,11; DRB3+, DRB4+
PR32-01.232 70 252 15,0 HO1/3017 |03, 0701 ; DRB3+, DRB4+
PR33-01.240 57 12,9 143 HO1/3186  |0701,1001 ; DRB4+

Tabela VII-1. Lista de doentes estudados, com os dados da idade, niveis de PSA e resultados da tipagem

genética do locus HLA-DRBI.




Anexos

Imunohistoquimica
Cédigo (n° | N°registo da b2-mic HC10
repisi — Area benigna A‘rea Area benigna A‘rea
carcinoma carcinoma
PR02-00.334 |HOO/7173 +(~100%) NE +(~10%) NE
PR04-00.352 |H01/1926 # NE NE NE NE
PR05-00.353  |HO00/7567 +++ (~100%) NE - NE
PR09-00.375 |HO1/2377 ~ NE s NE
PR11-00.377 |HOO/7779 +++ (~100%) NE ++ (~40%) NE
PR12-00.501 |HO00/8207 # NE NE NE NE
PR13-00.502 |H00/8208 +(~100%) NE o NE
PR15-00.426 |H00/8415 +++ (~100%) NE - NE
PR16-01.017 |HO1/0241 +(~100%) NE +(~5%) NE
T PR19-01.182 |HO1/1355 +(~100%) NE ++ (<5%) NE
PR20-01.146 |HO1/1350 + (~20%) NE : NE
PR22-01.186 |H01/1348 ++ (~100%) NE +(<5%) NE
PR23-01.174 |HO1/1923 # NE NE 'NE NE
PR25-01.206 |HO1/2150 # NE NE NE NE
PR26-01.207 |HO1/2371 # NE NE NE NE
PR27-01.203 |HO1/2373 # NE NE NE NE
PR28-01.234 |HO1/2814 +(~50%) NE ++ (<5%) NE
PR29-01.231 |H01/2807 +(~50%) NE - NE
PR31-01.233  |H01/2810 NE NE . NE
PR32-01.232 |HO1/3017 + (~80%) NE +(<5%) NE
) ) PR03-00.335 |HO00/7169 +++ (~100%) NE ++ (~80%) NE
B"'('E::;sfe;:“;_:’jd’s PRI8-01.103 [HO1/0245 # NE NE NE NE
PR24-01.177 |HO1/1915 # NE NE NE NE
PRO1-00.333 |HO00/7184 +++ (~100%) | +++(~100%) |  +(~10%) | +(~40%)
HO00/7565 D +++ (~100%) . NE NE
HRUNA HO00/7565 E +++ (~100%) NE . NE
H00/7783 D + (~100%) NE ++ (~40%) NE
FROGO0I HO00/7783 E +(~10%) +(~50%) NE NE
PR10-00.376 |H00/7781 ++ (~50%) +(~10%) " -
Moderadamente PR14.00.425 |HOU/8409D ++ (~100%) - +(<20%) 2
Diferenciados ) HO00/8409 E +(~100%) NE +(<5%) NE
(Gleason4-7) |PR17-01.101 |HO01/0243 * NE ++ (<10%) NE NE
HO1/1359 D * ++ (~100%) NE NE NE
PR21-01.181 HO1/1359 E * +++ (~100%) 2 NE NE
HO01/2819 D + (~100%) . 4 2
] HO1/2819 E +(~100%) . . :
HO1/3186 D NE + (~40%) 4 "
HEA-0l40 H01/3186 E + (~50%) NE « .

Tabela VII-2: Lista de doentes por grupos de diferenciagdo histolégica do tumor, com os resultados da
imunohistoquimica, para os anticorpos NCL-B2Mp e HC10.

(NE = néo efectuado, por falta de material; - = auséncia de marcacdo; graus de intensidade da marcagio: + a
+++)

Entre paréntesis estd a percentagem de células marcadas, determinada empiricamente.,
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