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RESUMO

A determinagéo das isoenzimas da CK (MM, MB e BB) é de fundamental
importancia em diagndsticos clinicos de diversas patologias, bem como a
determinagdo da relagfio entre a razdo da CK-MB/CK TOTAL, utilizada como
marcador especifico para o diagnéstico diferencial de lesdo do miocardio. O
objetivo do estudo foi avaliar o perfil eletroforético das isoformas MM, MB e BB
como marcador de lesdes do trato gastrointestinal. Para tal, avaliamos um
grupo de 95 pacientes, de ambos os sexos, com idade média de 44,63 + 1,81
anos, divididos em cinco grupos, dos quais 15 eram normais sendo utilizados
como controle, 17 portadores de gastrite, 16 pacientes com Glcera péptica, 16
individuos com esofagite péptica, e 31 portadores de neoplasias esofagicas,
gastricas ou de célon/reto. As isoenzimas foram individualizadas e identificadas
por eletroforese em gel de agarose. ‘

Nos portadores de gastrite, Ulcera ou esofagite ndo foram observadas
diferengas significativas da isoforma MM, quando comparada com o grupe
controle. No entanto, em pacientes portadores de neoplasias foi observado um
decrescimo de 24% desta isoforma. Em alguns destes pacientes verificou-se
uma forma anémala de MM, denominada MiMi {mitocondrial). Uma redugso
dos niveis séricos de CK-MM pade ser observada em pacientes portadores de

neoplasias gastrointestinais, quando comparados com portadores de outras



enfermidades digestivas ou controles sadios. O potencial diagnéstico desde

achado, bem como as suas causas merecem uma investigagdo detalhada.



1. INTRODUCAO

1.1 - CREATINA FOSFOQUINASE (CK)

O ATP, descoberto em 1829, € uma importante fonte de energia para a
maioria dos processos envolvidos em contragdo muscular (BESSMAN &
CARPENTER, 1985). E sintetizado na mitocondria, podendo ser transportado
para o citoplasma pela creatina quinase (CK) (ENJOLRAS & GODINOT,
1997).

O papel da CK foi reconhecido quando se tentava estudar de forma
mais detalhada, os processos das reagdes quimicas envolvidos em uma '
contracao muscular (BESSMAN & CARPENTER, 1985).

Na realidade a CK € uma enzima que cataliza a reagéo de fosforilagao
reversivel entre creatina e ATP, possuindo um papel importante no
metabolismo energético de células musculares e cerebrais (ZARGHAM!I et al,
1996; FRITZ-WOLF et al, 1996; DE SOUZA et al, 1999). Além disso, essas
células requerem energia para o transporte de um grande nlmero de
caracteres biologicos ao meio externo (WALLIMANN, 1994)

A CK é um dimero composto de duas subunidades, cada um com
massa molecular de aproximadamente 40.000. Estas subunidades (B ou
cerebrai, M ou muscular} sao produtos de genes dos cromossomos 14 e 19,
respectivamente (MOSS & HENDERSON, 1999). Por combinagéo destas

subunidades, trés isoenzimas foram demonstradas em 1967: CK-MM



(musculo esquelético), a hibrida CK-MB {musculo cardiaco) e CK-BB (tecido
cerebral) (CAMAROZANO et al, 1996; ENJOLRAS & GODINOT, 1997).
Todas estas trés espécies de iscenzima foram encontradas em células, seja
em citosol ou associadas a estruturas miofibrilares.(MOSS & HENDERSON,
1999) No entanto, em células com altas demandas energéticas, essas
isoenzimas s&o co-expressas com CK mitocondriais. Estas, como as
citosdlicas, séo codificadas por genes nucleares, mas sao importadas para a
mitocondria (WALLIMANN et al, 1992). Esse modelo enzimatico, que difere
dos demais, € constituido por moléculas diméricas e octaméricas (KALDIS &
WALLIMANN, 1995), localizando-se entre a membrana interna e externa da
mitocdndria e, por isso, é chamado de CK mitocondrial (BESSMAN &
CARPENTER, 1985;BROSNAN ,1993; WALLIMANN, 1994). Essa CK ‘
mitocondrial possui uma massa molecular de aproximadamente 80.000
daltons, migra em diregdo catédica na eletroforese, e foi detectada pela
primeira vez em um paciente portador de sindrome de Reye (PRATT et al,
1987). Também possui duas isoformas especificas ao musculo estriado, CK-
Mi(b) que € “sarcomérica” € a CK-Mi(a) “Ubiqua” , sendo ambas expressas
também de maneira tecidual especifica, diferindo-se ndo sé pela sequéncia
de aminoacidos, mas também por par@metros bioguimicos e biofisicos.

(WALLIMANN et al, 1992).

1.1.1- COMPARTIMENTACAO FUNCIONAL DAS ISOENZIMAS CK

Em diversos tecidos, as isoenzimas da CK estdo compartimentadas



intracelularmente. Nos musculos, o contetido de creatina fosfato (PCr) e as
proporgdes enzimaticas da CK encontradas nos diferentes compartimentos
subcelulares, dependem de requerimentos fisiologicos (WALLIMANN et al,
1992). Esses compartimentos restringem ou facilitam o acesso de substrato
para a enzima, podendo esta ser otimizada pelo pH, por concentragdes de
ions, cofatores, substratos e localizago de precursores enzimaticos. Alguns
exemplos de compartimentos sdo aqueles delimitados por membrana, como:
mitocondria, nucleo e lisossomos (BESSMAN & CARPENTER, 1985).

Uma vez que as isoenzimas da CK estio compartimentadas de
maneira intracelular e, uma vez que a reagdo enzimética trabalha em
direcbes opostas em sitios de produgéio e consumo energético, & possivel
que os produtos e substratos dessa reagdo também estejam
compartimentados da mesma forma (WALLIMANN et al, 1992).

No entanto, as isoenzimas da CK s&o compartimentadas no modelo
isoforma-especifica, ou seja, as isoformas CK-M e CK-B sao citosélicas; e as
isoformas, CK-Mi(a) e CK-Mi(b) sao especificamente mitocondriais
(WALLIMANN & HEMMER,1984; WALLIMANN, 1994). Entretanto, ha casos
em que os muasculos necessitam contrair-se rapidamente e utilizam a
glicGlise como principat via de produgédo para o ATP. Por outro lado, quando
refere-se a musculos em contragbes mais lentas, o ATP deriva-se da
oxidacao de acido graxo na mitocondria. (WALLIMANN et al, 1992) Tudo isso _
para se utilizar do circuito da PCr como gerador de ATP, onde este sugere

que as isoenzimas citosdlicas da CK sao localizadas préximas as ATPases e



catalisam o turnover ‘in situ” desse ATP para serem utilizadas.

1.1.2- ASSOCIACAO FUNCIONAL DA CK

Na maioria dos musculos, a capacidade de geragdo de ATP da CK é
muito alta, embora suas concentragdes ceiulares sejam pequenas. Quando
ocorre a ativagéo de alguns tecidos excitaveis, os niveis de ATP envolvido
ndo se modificam significantemente, pois sdo repostos com eficiéncia a partir
de grandes conceniragdes de PCr (WALLIMANN et al, 1992).

Assim, todas as contragdes ocorridas em musculos, ientas e rapidas
$80 devido a uma associagdo funcional, ou entre a CK e a glicblise; ou entre
a CK e a fosforilagao oxidativa. Quando a associagédo funcional ocorre entre
a CK e a glicdlise, obtém-se uma elevagao na expressido de CK citosélica e
em sua localizagdo com enzimas glicoliticas, que juntamente com
concentragdes elevadas de creatina fosfato e proporgées pequenas de CK
mitocondrial levam a uma funcido de “energia tampéo” ao sistema CK/PCr
desses miusculos. Quando a associagéo funciona! envolvida ocorre entre a
CK e a fosforitagéo oxidativa, esta & expressada em niveis elevados pela CK-
Mi. Assim, juntamente com pequenas concentracdes de creatina fosfato e
niveis baixos de CK citosélico levam o sistema CK/PCr muscular a uma

fungéo de “transporte de energia” (WALLIMANN et al, 1892).



1.1.3- FUNCOES DO SISTEMA CK/PCr

Na verdade o conceito funcional para a CK, o modelo “circuito creatina
fosfato” baseia-se no conceito de multiplas fungdes desempenhadas pelo
sistema CK/PCr. Uma primeira e principal fungdo desse sistema é a de
tampao de energia temporal, onde tantc a creatina fosfato ou somente a
creatina, fornecem modelos paralelos difusivos para o ATP e ADP através de
associagdes funcionais das isoenzimas de CK, sendo isto obtido por -
glicolise, fosforilagdo oxidativa ou processos que envolvam o consumo de
ATP. Na sequéncia, a fungdo ¢ de tampéo de energia espacial ou sistema de
transporte de energia, onde serviria o circuito como carregador de energia.
QOutra importante fungdo do sistema & prevenir uma elevacao na ADPlivre
intracelular, evitando assim, inativagdo de ATPases celulares e perda de
nucleotideos de adenina. Na sequéncia, outra fungéo é a de tamponamento
de préton, uma vez que a reagac da CK em diregdo a regeneragao do ATP
nao utiliza somente ADP, como também prétons, sendo ambos produtos de
hidrélise de ATP (WALLIMANN et al, 1992). Além disso, a liberagdo de
fosfato inorgénico (Pi) também é outra fungdc do sistema CK/PCr onde
durante as primeiras fases do trabalho muscular, o Pi aumenta
proporcionalmente com a hidrélise de PCr (WALLIMANN & HEMMER, 1994).
Finalmente, como (ltima fungéo do sistema temos o fornecimento de razées
ATP/ADP locais em sitios intracelulares. Todavia, ac se manter essa razao
alta na proximidade de uma ATPase, a eficiéncia termodinamica de hidrélise

de ATP se eleva pela CK (WALLIMANN et al, 1992).



A estrutura funcional da CK também tém sido analizada através de dois
aspectos onde o primeiro, demonstra a PCr servindo como via de ATP
ceiular e concentragdes de ADP em reagdo com a CK e o segundo
demonstra que o transporte de fosfatos de energia elevada &
predominantemente na forma quimica de PCr, sendo que sua func¢ido no
fransporte energético na reagdo CK pode ser compreendida e
quantitativamente tratada como um caso especial de difusdo facilitada
(MEYER et al, 1984).

Existem trés principais fungbes celulares que requerem ATP para o
sistema creatina fosfato: contragéo, sintese macromolecular e conservagao
de gradiente idnico. Ha relatos que demonstram uma atividade inferior de
miosina atpase quando em presenga de CK, onde sugere-se uma interagéo
entre ambas. Ja a CK-MM miofibrilar em sua cinética contrastando com a CK
mitocondrial, demonstra que suas concentragbes de substratos normalmente
encontradas nas células favorecem a sintese de ATP pela PCr e ADP. Em
outros casos, a CK foi associada a fragmentos de reticulo sarcoplasmatico
fornecendo energia para o transporte de célcio, sugerindo isso uma .
associaga@o funcional entre ATP dependente, transporte de calcio e CK

(BESSMAN & CARPENTER, 1985).



1.1.4- LOCALIZACOES DE ISOENZIMAS CK EM OUTROS TECIDOS

Todas as isoenzimas de CK analisadas nédo foram somente observadas -

em muscules esquelético, cardiaco ou em cérebro mas também em outros
tecidos, como por exemplo, no espermatozoa, células fotorreceptoras da
retina, celulas epiteliais intestinais e rim (WALLIMANN et al, 1992;
WALLIMANN & HEMMER, 1994; WALLIMANN, 1894). Contudo, em
determinadas propriedades cinéticas entre isoenzimas da CK, quando em
dois diferentes tecidos, ndo foi demonstrada uma diferenga significante
(SCHNEIDER et al, 1988).

Baseado em estudos, foram identificadas duas isoformas de CK no
espermatozoa humano e da espécie galinacea, a CK-BB (cerebral) e a CK-Mi
mitocondrial (WALLIMANN & HEMMER, 1994). Estando ambas segregadas,
a isoforma BB foi encontrada no flagelo do espermatozéide, enquanto a CK-
Mi confinava-se na porgdo média das mitocondrias. Entretanto, também
foram encontradas grande atividade de CK, dentre as quais encaixam-se a
isoenzima CK-BB e CK-Mi, em retina de frango e bovino, em virias
camadas e tipos celulares, onde uma maior parte concentra-se na camada
celular fotorreceptora (WALLIMANN et al, 1992; WALLIMANN & HEMMER, |
1994). Alem disso, células gliais de M[iler contém também apreciaveis
quantidades de CK-BB, indicando assim, que elas possuem estado de alta
energia e o sistema CK/PCr pode estar envolvido na reabsorcéo de K* e de

outras fungdes relacionadas a ATP dependentes (WALLIMANN et al, 1992).



A CK foi considerada como de grande importdncia para tecidos
enddcrinos. O fato de que a PCr e a atividade da CK foram identificadas no
pancreas, com a CK-BB sendo a isoenzima de maior concentragéo, mostrou
que ambas poderiam desempenhar sua fungdo na secreg@o de insulina efou -
glucagon (WALLIMANN & HEMMER, 1994).

Em se tratando da CK cerebral, esta serve como chave metabdlica
desse tecido. A glicélise aerdbica é a via primaria da sintese de ATP no
cérebro, com baixas reservas de glicose, glicogénio e oxigénio associadas
ao fluxo sanguineo cerebral. Para essa associagdo utiliza-se de ATP por
fatores como: pH local, [ADP], [K+] extracelular, sendo que uma fonte
importante na sintese desse ATP & o sistema CK/PCr {(WALLIMANN et al,
1992). A isoenzima mais presente no cérebro é a CK-BB citosélica, tendo
sido caracterizada extensivamente com considerédvel heterogeneidade em
frangos, possuindo 2 maiores subunidades tipo B e subespécies adicionais
surgindo para uma iniciagao ribossomal alternativa e modificagbes pods-
traducionais (WALLIMANN & HEMMER, 1994; WALLIMANN et al, 1992). A
atividade da CK cerebral também foi associada com a mitocdndria, sendo
identificada autenticamente como a CK-Mi cerebral. Além disso, a CK-Mi
ubigqua (a) foi localizada nas fragbes de sitio de contato da membrana na
mitocondria cerebral. Portanto, pode-se dizer, que as principais enzimas nos
tecidos cerebral e neural sdo a CK-Mi{a) e CK-BB, nao esquecendo de
considerar a CK-MM mesmo em quantidades menores.

Na realidade, estudos scbre a utilizagdo da CK tentam abordar

detalhadamente sua caracterizagdo funcional e de isolamento de



microcompartimentos adicionais de CK/ATPase de diversos tecidos,
utifizando-se de métodos imunohistoquimicos e bioquimicos. (WALLIMANN

et al, 1992).

1.2- USO DA CK COMO TESTE DIAGNOSTICO

Em diversos tipos de lesGes gastrointestinais, estdo sendo feitas
algumas analises detalhadas, visando diagnostico precoce da enfermidade
(LAETHEM, 1995).

Concentragdes elevadas de creatina fosfoquinase poderiam surgir em
células com atividade elevada (por exemplo neoplasias), bem como em
situagdes com lesdo de érgdos ricos na mesma (TSUNG, 1983; ZARGHAMI
et al,1896).

Ocasionalmente, isoenzimas com variagbes para CK-MM podem ser
encontradas e sdo designadas CK atipicas ou macro-CK (TSUNG, 1986).
Tém-se investigado a macro CK como um marcador neoplasico,
principalmente para carcinoma de pequenas células do pulmao (MCging et
al, 1980; LEE et al, 1985).

No caso da CK mitocondrial, além de ser indicativa no aumento de
mortalidade, sua presenca esta associada com doengas severas, cirrose ou
malignidade,e desde entao, sua utilizagao e sugerida como marcador tumoral
(OKANO et al, 1987; PRATT et al, 1987).

A utilidade da CK-MB para o diagndstico de infarto agudo do miocardio

tem sido suficientemente documentada (LEE E GOLDMAN, 1986), através
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de ensaios técnicos com elevada especificidade (LEE et al, 1985). Sua
atividade também tem sido observada, apos cirurgia gastrointestinal
(TSUNG, 1982). A necrose das células miocardicas leva a uma liberagédo da
CK intracelular e pode ser medida no sangue periférico por um periodo de
quatro a oito horas apés o infarto. Processo semelhante pode acontecer nas
situagdes de isquemia ou infarto do trato gastrointestinal, ja gue a ocorréncia
das isoformas da CK foram descritas tanto na mucosa como na musculatura
do trato gastrointestinal, sendo que o percentual de CK na musculatura foi .
bem superior ac da mucosa (GRAEBER et al, 1984). Os sinais e sintomas
clinicos de infarto intestinal séo inespecificos, dificultando, desta forma, o seu
diagnéstico (MATTOX E GUINN, 1973; KWAAN & CONNOLLY, 1983). No
momento do aparecimento dos sinais de peritonite, acidose e choque, o
processo estd significativamente avangado e o progndstico é pobre
(OTTINGER, 1982). Tem sido relatado que pacientes diagnosticados com
infarto de intestino representaram 0,2% das admisstes e 2% dos obitos do
servico medico de uma instituicdo hospitalar (COOKE E SANDE, 1983). -
Modelos experimentais de infarto intestinal em animais mostraram um
significativo aumento de CK total e suas isoformas (SRAEBER et al, 1881a e
1981b}).

Individuos normais apresentam no soro quase exclusivamente a forma
MM, com tracos de MB e BB. Uma variedade de situagdes clinicas com
degeneragao ou trauma muscular elevam os niveis de CK-MM (COOLEN et
al, 1979).

Em se tratando de CK-BB, mesmo esta estando presente em tecidos
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humanos, como o sistema nervoso central, o trato gastrointestinal, ela é
rapidamente eliminada efou inativada, quando comparada com outras
isoenzimas da CK (SCHWARTZ et al, 1989).

No entanto, sua elevagéo foi constatada em individuos portadores de
osteopetrose autossomal dominante tipo Il (YONEYAMA et al, 1992).
Havendo, embora, uma elevagéo em neoplasias em células 6sseas gigantes,
sendo sugerida como marcador para esta enfermidade (FUKUDA et al,
1994).

Casos isolados de aumento de CK-BB em pacientes com infarto
intestinal ja foram relatados (LAMAR et al, 1978; DORAN, 1979; FRIED et al, |
1991).

Experimentalmente, elevagdo de CK-BB também foi encontrada em
casos de dano hepético causado por isquemia seguida de reperfusdo em
ratos (VAUBOURDOLLE et al 1993), e em casos cormn metastases malignhas,
especialmente carcinoma de prostata e carcinoma de pequenas céiulas do
pulmao (KURTZ et al, 1985; Mcging et al, 1990).

Além de apresentar-se elevada em casos de necrose isquémica de
tecidos do trato gastrointestinal, eleva¢Ses da CK-BB tém sido descrita em
casos de neoplasias de pulmao, estémago e intestino (COOLEN et al, 1979:
HIRATA et al, 1989; LEDERER & GERSTBREIN, 1993; NIKLINSKI et al,
1991, TSUNG, 1982; TSUNG, 1983; HOAG et al, 1978), como também em
neopiasia de prostata e mama. (WONG et al, 1987).

Muito embora as elevagdes de CK e suas isoformas sejam utilizadas

em alguns casos, sua possivel utilizagdo como marcador sorolégico de
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diversas enfermidades, seu papel no diagnéstico de neoplasias
gastrointestinais ou mesmo de outras lesbes do trato digestivo, em que
ocorrem destruicdo ou proliferagdo tecidual, como esofagite ou ulceras ‘
pépticas, poliposes, retocolite ulcerativa ou doenga de Crohn, ndo é

amplamente conhecida.

1.3- LESOES ORGANICAS DO TRATO GASTROINTESTINAL
1.3.1.- ESOFAGITE

O conceito de esofagite péptica datado de 1935, sugeria que a
secrecdo gastrica era a principal causadora de danos & mucosa nela
observada. Somente em 1946 é que foi introduzido o termo esofagite de
refluxo (KAHRILAS, 1998).

A esofagite pode ter sua classificacdo baseada em Savary Miller, onde
a esofagite ¢é dividida em 5 graus.

Grau | — Erosées lineares nao confluentes.

Grau 1l - Erosdes longitudinais, confluentes ndo circunferenciais.

Grau Il - Erosdes longitudinais, confluentes circunferenciais, que
sangram com facilidade.

Grau IV a - Uma ou mais uicerages esofagicas, em zona de transicao
da mucosa, podendo estar associadas a uma estenose ou metaplasia.

Grau IV b — Estenose sem evidéncias de erosbes ou dlceras.

(TOLENTINO et al, 1896/1998).
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1.3.2- GASTRITE

O termo gastrite, tém sido utilizado para descrever uma diversidade de
alteragbes, heterogéneas, macro e microscdpicas da mucosa gastrica,
usualmente associada a uma resposta inflamatéria aguda, crénica ou mista.
Atualmente, utiliza-se uma classificagio denominada Sistema Sydney (SS)
que consiste em duas classificagdes interligadas: a histolégica que refere-se
a uma divisdo histolégica; e a endoscopica que refere-se a uma divisdio

endoscopica (CASTRO ET AL, 1993).

1.3.3- ULCERA PEPTICA

A Ulcera peptica € uma doenca de evolugao em geral cronica, tendo sua
localizagéo em porgdes do tubo digestivo estando em contato direto com a
secrecdo de acido cloridrico (HCI). Deve ser diferenciada da tlcera aguda e
da erosao por diversos fatores clinicos e histologicos. Caracteriza-se por uma
perda de tecido, que pode ou nao extender-se a muscularis mucosae
(CASTRO et al, 1993; MINCIS, 1979; SOLL, 1998).

De um modo geral, as Ulceras sdo classificadas por varios métodos,
dentre um deles, o método de Sakita, onde as lesdes ulceradas se agrupam
de acordo com o estagio da atividade. Esses estagios sdo divididos em trés
sendo cada um deles subdividido em dois.

O primeiro é o estagio A - séo as Ullceras ativas que subdividem-se em

A1, onde a ulceragdo € medianamente profunda, com halo de edema e
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pregas convergentes com extremidades abauladas; e A2, onde a ulceragio
mesmo também sendo profunda suas pregas se convergem para a borda
com suas extremidades afiladas.

O segundo é o estagio H - onde as (lceras estio em cicatrizacgéo.
Subdividem-se em: H1, com ulceragées rasas, hiperemia de borda, sendo
que as pregas convergentes podem estar ausentes; H2, a leséo é superficial
semelhante a uma erosao, sem hiperemia circunjacente.

O terceiro e Gitimo estagio S - onde as Ulceras ja estdo cicatrizadas.
Dividem-se em S1, quando n3o se observa uma continuidade da mucosa,
mas a coloracdo desta é ainda avermelhada; e S2 demonstra uma
cicatrizagdo completa, onde o local da lesdo possui uma coloracéo branca

(ZATERKA ET AL, 1998).

1.3.4- NEOPLASIAS GASTROINTESTINAIS

Neoplasia poderia ser definida como um rompimento que ocorre no
mecanismo normal de um ciclo celular (RUSTGI & PODOLSKY, 1998).

A neoplasia de es6fago & uma das neoplasias com mais elevada taxa
de mortalidade. Ocorre, na maioria das vezes em decorréncia de deficiéncia
vitaminica, consumo excessivo de aicool, tabagismo e outros (AXELRAD &
FLEISCHER, 1998). Seu tipo histolégico em 90% dos casos, carcinoma ‘
espinocelular (FORONES et al, 1997).

A neoplasia gastrica em algumas pesquisas epidemioldgicas feitas, &

sugerida como um tipo neopldsico que ocorre em classes de niveis
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socioecondmico mais baixos (MAYER, 1998). O seu tipo histolégico é em
98% dos casos, adenocarcinoma (POSSIK & MINCIS, 1997).

Tanto em neoplasia de es6fago como em neoplasia gastrica, a forma de
estadiamento mais utilizada é feita através da classificagdo de TNM da Unisio
Internacional de Combate ao Cancer. Essa classificagio baseia-se: em T, na
profundidade da extensdo da invas@o da neoplasia, em N, avalia a invasio
nac somente de linfonédos mediastinais mas também dos perigastricos, com
exclusdo dos celfacos, e finalmente em M, avalia-se a presenga ou auséncia
de metastase a distancia (MALAFAIA, 1983).

A neoplasia colorretal vem aumentando significativamente nos ltimos
anos, sendo a segunda causa de morte nos EUA. Estudos epidemiolégicos
demonstram uma correlagédo direta entre mortalidade por neoplasia colorretal
e consumo de calorias a base de proteinas da carne vermelha e alimentos
gordurosos (MAYER, 1998). Entretanto, em pacientes portadores de
neoplasias colorretais o prognéstico possui uma adequada relagdo com a -
profundidade da penetragdo neopldsica na parede intestinal, com a
existencia de comprometimento de linfonédos regionais e metastase a
distancia. Além disso, todos esses pard@metros estdo incorporados ao
sistema de estadiamento elaborado por DUKE'S sendo recentemente
aplicado ao método de TNM, ou seja, pacientes portadores de lesGes
superficiais e que essa lesdo nio tenha penetrado na camada muscular ou
comprometido linfonodos regionais sdo considerados como portadores da
doenga em estagic A; aqueles dos quais a neoplasia penetrou mais ‘

profundamente sem atingir linfonodos tém doenca em estagio B; ja o
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comprometimento dos linfonddos regionais definem o estigic C e a |
disseminagdo metastatica indica o estagio D (HABR-GAMA et al, 1993:
MAYER, 1998).

1.4- MARCADORES TUMORAIS

Algumas neoplasias podem ser caracterizadas ou monitoradas pela
presenga ou produgéo de certos marcadores, como antigenos, proteinas ou
horménios (SMITH et al,1976; VAITUKAITUS, 1976; KAHN et al, 1976;
ROSEN et al, 1975), assim como de elevagdes ocorridas em diversas
atividades, como no caso da sintese de oxido nitrico (FUJIMOTO et al,
1897).

Marcadores tumorais s&o substancias indicativas de um
desenvolvimento tumoral, sintetizadas pelo préprio tumor, que sao liberadas
para a circulagéo sistémica ou produzidas por tecidos normais em resposta a
uma invaséo ocorrida por parte dessas células neoplasicas. Algumas dessas
substancias podem se expressarem em células neoplasicas de vérios
orgaos, mas nem todas as células de uma Gnica neopiasia expressam uma
determinada substancia (MANOUKIAN, 1990). Esses marcadores,. tém por
finalidade o diagnéstico e a localizagdo do tumor, rastreamento populacional,
determinagac do prognostico facilitando a monitorizagéo terapéuticalCHAN &
SELL, 1999; OSHIMA et al,1998). Pedem ser medidos qualitativamente ou
quantitativamente  por  técnicas  imunolbgicas  (bioquimicas  ou

imunohistoquimicas). No entanto, eles nao sdo completamente especificos,
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podendo ser detectado em tecidos ou sangue de pacientes com patologias

benignas ou até mesmo em individuos normais (FERRIGNO et al, 1985).

1.4.1- CLASSIFICACAO DE MARCADORES

Os marcadores tumorais s&o classificados através dos seguintes
grupos: enzimas, horménios, receptores, proteinas séricas e genéticos
(WARD & COCKAYNE, 1993).

As enzimas estdo presentes em altas concentragdes dentro da célulae
s&o langadas na circulacdo sistémica como resultado de necrose tumoral ou
pela mudanga na permeabilidade da membrana celular (CHAN & SELL,
1999). Sua elevagéo nunca é especifica para uma determinada neoplasia
(WARD & COCKAYNE, 1993) tornando-se assim, satisfatéria como marcador
nao especifico, uma vez que essa elevagdo em sua concentragdo somente
possibilita verificar se ha presenca de malignidade. Sua localizagéo
intracelular, pode determinar a taxa do langamento e até que elas sejam
lancadas, a metéstase do tumor pode ter acontecido (CHAN & SELL, 1999). |
Como exemplo tém-se o aumento da atividade de lactato desidrogenase em
soro usualmente associado a doengas malignas. Contudo esse modeio de
isoenzima pode refletir um orgdo afetado por malignidade, mas muitos
desses aumentos nao séo especificos (Ng et al, 1987). Ja a enolase neurc-
especifica € um potente marcador para a organizagdo e monitoragéo da

resposta do cancer pulmonar, s6 que em pequenas células (LIPPO et al,
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1991).

Algumas neoplasias endécrinas também sdo secretoras de horménios
(CHAN & SELL, 1999).

Os antigenos oncofetais, séo proteinas produzidas durante a vida fetal
estando presentes em concentragées elevadas no soro de fetos diminuindo
muito seus niveis ou desaparecendo apds o nascimento (FERRIGNO et al,
1995; CHAN & SELL, 1999). Um dos principais marcadores utilizados dentro
desse grupo, principalmente em diagnéstico clinico de neoplasias do trato
digestivo, é o CEA (Antigenc Carcinoembriogénico), que durante 1965 foi
utilizado no acompanhamento de neoplasia colorretal, sendo ainda o melhor
a ser utilizado como prognéstico (OSHIMA et al,1998; CHAN & SELL, 1999).

Os carboidratos relacionados acs marcadores tumorais ou s&o
antigenos na superficie da célula tumoral ou sao secretados por essas
células. Representam mucinas de aito peso molecular ou antigenos de grupo
sanguineo (CHAN & SELL, 1999). O CA 199, & um exemplo de
glicoproteina do tipo mucina sintetizada por células do pancreas, do epitélio
do estdmago e colon, usado principalmente em diagnéstico e
acompanhamento de pacientes portadores de neoplasias de pancreas,
elevando-se em 80% nesses pacientes. Sua especificidade & de 75%, onde -
um diagnéstico diferencial entre neoplasia de pancreas e pancreatite crénica
torna-se dificultada mesmo com auxilio de marcadores (OSHIMA et al, 1998).
Ja o CA 50 é um recente marcador detectado por anticorpos monocionais,
que reconhece o antigeno CA 19-9 tendo, por esse motivo, uma

sensibilidade semelhante (MANOUKIAN, 1890), foi desenvoivido para
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evolugdo de diversas malignidades, especialmente neoplasia gastrointestinal.
Apesar de n3o especifico, os niveis de CA 50 sdao aumentados em
aproximadamente 50 — 80% em pacientes portadores de neoplasias
colorretais, gastricas, pancreaticas, hepatobiliares e esofagicas. Isso o torna
muito Gtil se combinado com outros marcadores tumorais. Sua combinagio
com outros marcadores previamente definidos pode adicionar informagodes
sobre o progndstico de alguns pacientes portadores de neoplasias
colorretais, biliares ou gastricas (BUNWORASATE et al, 1995).

Dentre outros marcadores incluem-se os genéticos (oncogéneses e os
genes supressores). Esses dois Ultimos estdo relacionados a mudangas
genéticas ocorridas pelo crescimento neopiasico, que &€ uma importante
caracteristica de excitabilidade celular (CHAN & SELL, 1999). Essas
alteracdes genéticas mdltiplas tém sido associadas a tumores colofretais,
sendo confirmadas, somente, quando adquiridas em fase inicial do
desenvolvimento tumoral (OLSCHWANG et al, 1998). Com relagdc aos
niveis de fibronectina, estes podem ser indicativos de neoplasias ou outras

condigdes clinicas, em plasma e fluidos corporais(YLATUPA et al, 1995).
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2.0BJETIVO

O objetivo desse trabalho foi o de avaliar o perfil eletroforético das
isoenzimas da creatina quinase MM, MB e BB como marcador de lesdes

do trato gastrointestinal.
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3. CASUISTICA E METODO

3.1- Pacientes

Entre o periodo compreendido de 1998 a 1999 foram avaliados 95
individuos submetidos a endoscopia digestiva alta ou baixa na Unidade de

Farmacologia e Gastroenterologia Clinica da USF (UNIFAG).

3.2- Critérios de Selegio

Foram incluidos neste estudo prospectivo, individuos portadores ou néo
de patologias , sendo divididos em grupes controles sadios, selecionados entre
os pacientes do ambulatério de gastroenterologia gque necessitaram de -
endoscopia digestiva. Os controles ndo apresentaram sinais ou sintomas
evidentes de doenga cardiaca, hepatica, renal, pulmonar, neurolégica,
gastrointestinal (exceto inflamagéo antral, causada por H. pylori, ou colopatia
funcional), hematologica ou psiquiatrica, com base na histéria clinica, nos
exames fisico e psiquiatrico, endoscopia digestiva (alta efou baixa), e nos
seguintes exames laboratoriais: glicemia, uréia, creatinina, AST, ALT, fosfatase
alcalina, yGT, bilirubina total, proteinas totais, albumina, hemoglobina,
hematécrito, contagem total e diferencial de células brancas, exame de urina e ‘

protoparasitolégico. Além disso, ndo apresentavam quadro clinico sugestivo ou
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antecedentes de neoplasia, nao pertenciam a grupos de risco para neoplasias
de trato gastrointestinal, e ndo foram submetidos a cirurgias abdominais ou

toracicas anteriores, totalizando 15 individuos.

Portadores de gastrite antral, diagnosticados por meio de endoscopia e
portadores de H. pylor, com diagnéstico feito por meio de teste de urease
rapido e pesquisa histolégica com coloragdo hematoxilina eosina e Giemsa,
totalizando 17 individuos.

Individuos que apresentaram esofagite peptica, classificados de acordo -

com Savary Miller, totafizando 16.

Grupos de individuos portadores de (lcera péptica A1, A2 ou H1,

classificados de acordo com Sakita, totalizando 16 .

Finalmente, individuos portadores de neoplasias do trato gastrointestinal,
classificados de acordo com a enfermidade de base em neoplasias de
colon/reto, esofagicas e gastricas, e estadiados de acordo com a classificacao
TNM (neoplasias de eséfago e estdmago) ou DUKE'S para neoplasias de _

célon/reto, totalizando 31.

Foram excluidos do estudo, individuos com antecedentes cirirgicos

gastrointestinais.

Todos os participantes assinaram termo de consentimento esclarecido e

o protocolo clinico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa -USF.

3.3- Determinagio dos niveis séricos das isoformas da CK
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3.3.1- Coleta e Armazenamento do soro

A coleta de material foi feita através de uma pungao venocsa, com
refirada de 5 mi de sangue, em tubo seco (sem anticoagulante). Apds a
coagulagao, o material foi centrifugado a 800 g por 10 min, e o soro, utilizado
para as determinagdes. A concentracédo da CK total foi determinada por meio
de procedimento automatizado (Cobas Mira Plus, Roche, CK UNIMATE

Roche, Produtos Roche Quimicos e Farmacauticos, S. Paulo, Brasil).

3.3.2- Deteccéo da Atividade da CK

A determinagéo das isoformas de CK foi feita por meio de eletroforese
em agarose, conforme (GORUS et ai, 1988; VAUBOURDOLLE et al, 1993),
utilizando-se o Kit CPK AGARO STAIN (SIGMA Chemical Co., St Louis, MO,
USA). A concentrago relativa de cada fracéo foi avaliada por densitometria do
gel, utilizando-se o programa para computador SIGMAGEL {Jandel Software, -
San Raphael, CA, USA).

Os resultados foram avaliados quanto a significincia pelo teste de
Mann-Whitney. Um p<0,05 foi utilizado para determinar a diferenca significativa

entre os resultados obtidos.
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3.3.3- Eletroforese em gel de agarose

De cada amostra coletada foi colocado de trés a quatro pl em cada sitioc
do gel de agarose, sendo feito entre etapas de aproximadamente um minuto
cada uma, para completa absorgdo da amostra. Depois o gel foi montado na
cuba, para respectiva corrida eletroforética por um tempo de 30 minutos.

Apés esses 30 minutos, o ge! foi embebido em solugao corante a 37° C
protegido de luz, por mais 30 minutos. Sendo entdo, favado mais 30 minutos
em solugédo de acido acético com metanol e depois entre 15 a 30 minutos em
agua destilada.

Finalmente, o gel & submetido a secagem sob ar quente e armazenado

a uma temperatura ambiente protegido da luz.
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4. RESULTADOS

A distribuigdo dos participantes nos diversos grupos de estudo esta .
apresentada nas tabelas 1 e 2. Tanto individuos normais {controles sadios)
bem como os portadores de lesdes benignas do trato digestivo,
apresentaram apenas a banda MM na eletroforese (Figura 4).

Individuos portadores de diferentes tipos de neoplasias como: esofagicas
(38,23 U/ £+ 13,46), géstricas.(T,QO U/l + 3,89) e colorretais (11,76 U/l + 4,75),
apresentaram uma redug&o significativa nos niveis séricos de CK-MM, quando
comparados aos demais grupos avaliados (Tabelas 3, Figura 1). Portadores de
adenocarcinoma apresentaram uma maior redugéo dos niveis sangliineos de
CK-MM do que portadores de carcinoma epiderméide (Tabela 4, Figura 2),
sendo que esta redugdo ndo se correlacionou com o estadiamento da
neoplasia (Tabela 6) .

Apenas um paciente, portador de neoplasia de esdfago apresentou
banda de fragdo BB a eletroforese. Oito pacientes portadores de neoplasias
(quatro gastricas e quatro colorretais) apresentaram uma banda andmala,
descrita como sendo CK MiMi (figura 1;4 e tabela 5), sendo que seis destes
apresentavam neoplasia metastitica e dois neoplasia sem metastases

detectaveis clinicamente.
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Tabela 1. Distribuicao da casuistica segundo grupos de interesse.

Grupos de Estudo N
Neoplasia 31
Normal 15
Esofagite 16
Gastrite 17
Ulcera 16

Tabela 2.: Distribuicao de neoplasias de acordo com os diversos tipos de
grupos analisados.

TOTAL DE NEOPLASIAS 31
NEOPLASIA DE COLON/RETO 13
NEOPLASIA DE ESOFAGO 7

NEOPLASIA GASTRICA 11

Tabela 3.: Valores de CK-MM encontrados nos diversos grupos de estudo.

CK = MM U/l (média + EPM) p
Neopilasia (n = 23) 18,64 £ 5,22
Normal {n = 15) 61,56 + 11,43 0,005 #
Esofagite (n = 16) 88,83 £20,72 0,001 #
Gastrite (n = 17) 55,47 £+ 13,06 0,05 #
Ulcera (n = 16) 82,57 £ 17,21 0,005 #

# em relagéo a portadores de neoplasias
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Tabela 4: Valores de CK-MM encontrados nos diversos tipos de neoplasias
analisadas.

NEOPLASIA CK-MM U/l (média + EPM) p
Esoféagica (n = 7) 38,23 £ 13,46 #
Gastrica (n = 7) 7,90 + 3,89 #
Colorretal (n = 9) 11,76 £ 4,75 #

# Nao significante

Tabela 5.: Valores de CK mitocondrial encontrados em neoplasias gastricas

e colorretais.
Neoplasia CK-MiMi U/l (média + EPM) p
Gastrica (n = 4) 33,09 + 16,74
Célon/reto (n = 4) 21,55+ 11,38

# Nao significante

Tabela 6.: Distribuicdo dos valores de CK-MM U/l encontrados de acordo
com a classificagdo TNM (neoplasias esofagicas e gastricas) e DUKE'S -
(neoplasias de colons e reto) para os pacientes portadores de neoplasia.

CK-MM Ul {MEDIA + EPM)
NEOPLASIA TNM DUKE’'S
1A n v A B c

ESOFAGICA 43,77+21,01 | 34,08£20,02

(n=7) (n=3) (n=4)
GASTRICA 8,63 7,768%4,60

{n=7) {n=1) (n=6})
COLORRETAL 7,73 14,8546,92 | 4,51%1,98

(n=9) (n=1) (n=6) (n=2)
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Figura 1.: Valores de CK-MM U/l encontrados nos diversos tipos de

pacientes.

p < 0,05 comparado com os demais grupos

CK-MM
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Normal ~ Gastrite  Ulcera  Fsofagite Neoplasia
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Figura 2.: Valores de CK-MM U/l encontrados nos diversos tipos de

neoplasias analisadas. onde:

* p < 0,005 comparado com o grupo controle
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Figura 3.: Valores de CK-MiMi U/l encontrados nos diversos tipos de

neoplasias analisadas.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo das isoformas da
enzima CK em diferentes tipos de patologias gastrointestinais. A linha um
representa amostra padrao CK isotrol. A linha dois representa amostra de
soro em paciente portador de Ulcera péptica. A linha trés representa amostra
de soro de paciente normal. A linha quatro representa amostra de paciente
portador de neoplasia gastrica. A linha cinco representa amostra de soro de
paciente com esofagite. A linha seis representa amostra de soro de
paciente com diagnéstico de gastrite. A linha sete representa amostra de l
paciente portador de neopilasia de colon, tendo visualizagdo da forma
andmala MiMi. Estes resultados s&@o representativos de diversos
experimentos individuais.

UBIDAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAG CIRCULANTE
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5. DISCUSSAO

A caracterizagdo de células malignas ou alteradas tem levado a
tentativas de identificagio de marcadores que pudessem ser (teis na
identifica¢do precoce de neoplasias gastrointestinais.

Assim, os metodos mais utilizados baseiam-se na antigenicidade de
constituintes da superficie celular. O primeiro destes marcadores a ser
utilizado, com base neste principio, & o antigeno carcinc embriogénico
(CEA), que é uma proteina encontrada durante a vida fetal, presente apenas
em baixas concentracdes durante a vida adulta. Em pacientes portadores de
malignidades, sua concentragdo pode elevar-se. No entanto, uma elevacao
em seus niveis, tém sido constatada em portadores de neoplasias de
pequenas celulas do pulmao (FERRIGNO & BUCCHERI, 1995).

A avaliag8o clinica da utilidade deste marcador em pacientes com
neoplasia colorretal durante 25 anos tem demostrado seu valor, mas também
suas limitagbes, como a possibilidade de elevagdo de seus niveis em
enfermidades com nivel de multiplicagdo celular e inflamagio (RUSTGI &
PODOLSKY, 1898).

Um outro importante marcador utilizado em neoplasias gastrointestinais
e o CA 50 detectado por anticorpos monocionais, que reconhece o antigeno
CA 19-9 tendo, por esse motivo, uma sensibilidade semelhante
(MANOUKIAN, 1990), foi desenvolvido para evolugdo de diversas

malignidades. Apesar de n&o especifico, os niveis de CA 50 sdao aumentados
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em aproximadamente 50 — 80% em pacientes portadores de neoplasias
colorretais, gastricas, pancreaticas, hepatobiliares e esofagicas. isso o torna
muito util se combinado com outros marcadores tumorais. Sua combinagao
com outros marcadores previamente definidos pode adicionar informagdes
sobre © prognéstico de alguns pacientes portadores de neoplasias
colorretais, biliares ou gastricas (BUNWORASATE et al, 1995).

Por outro lado, quando falamos de marcadores enzimaticos, alguns
desses modelos podem estar presentes em aitas concentragbes dentro da
célula, mas ndo possuem uma elevagio tido especifica, em seus niveis
séricos, para uma determinada neoplasia (WARD & COCKAYNE, 1993). E o
caso, por exemplo, da atividade da lactato desidrogenase, onde elevacbes
em seus niveis podem descrever um 6rgéo afetado por alguma malignidade,
nao possuindo muita especificidade (Ng et al, 1987 ).

Todavia, elevagdes de CK-BB em soro, também estiio tendo grandes
consideragdes como marcadores em desenvolvimento, sendo utilizados para
monitoragdo de estadios patogénicos em doencas neoplasicas
(BEREZNITSKY, 1982). Como € o caso sugerido por Kurtz & Nielsen que
descreveram uma elevagéo dos niveis de CK-BB em pacientes portadores de
adenocarcinoma pulmonar, principalmente quando em estadio avangado.
Assim, essa elevacao poderia ser, nio somente utilizada como um marcador
desse diagnéstico, mas também como indicador terapéutico na monitoragdo
da resposta neoplasica pos tratamento (KURTZ & NIELSEN, 1985). Contudo,

a busca por marcadores tumorais com maior especificidade e boa
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sensibilidade para a detecgdo precoce ou acompanhamento de neoplasias
do trato gastrointestinal nao foi encerrada.

Elevagdes de CK total no soro resuitam de uma liberacdo excessiva de
CK-MM e CK-MB em diversas patologias neuromusculares (ARENAS et al,
1988).

Modelos isoenzimaticos de CK sio sugeridos "como marcadores
comportamentais de diferenciagdes em rabdomiossarcomas sendo utilizados
especificamente para avaliagbes em diagnosticos e prognésticos
(FERNANDEZ et al, 1994). Em alguns casos ni#o somente tém-se uma
elevagao da isoenzima MB como também de lactato desidrogenase, podendo
ambos, ser de grande utilidade como marcadores de rabdomiossarcomas (Ng
et al, 1987).

Estudos dos niveis de CK-MB ou CK-BB em neoplasias tém obtido
resuitados controversos. Lee et al demonstraram uma elevagdo nesses niveis
de CK em carcinoma de pequenas células do pulmio, ndo havendc dentre
exames patologicos e clinicos evidéncias de infarto, inflamagiio ou de
neoplasias que envolvessem o coragdo (LEE et al, 1985). Shribiny et al
observaram uma elevagio de seus niveis em neoplasias avancadas da
prostata (EL SHRIBINY et al, 1985). Estes resultados nio foram confirmados
por Lippo & Terho (LIPPO & TERHO,1991) ou por Wong et al (WONG et al,
1887). Em tumores do trato digestivo, uma elevagdo dos niveis séricos e _
teciduais de CK BB foi relatada em 13 pacientes com adenocarcinoma gastrico
por Hirata et al tendo os autores sugerido que a fonte desta fracdo seria a

proliferagdo tumoral, j4 que seus niveis apresentaram uma gueda apoés
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realizacdo de gastrectomia (HIRATA et al, 1985). Foi relatada por Lederer &
Gersbrein elevagéo dos niveis da isoenzima BB em um paciente portador de
adenocarcinoma gastrico (LEDERER & GERSTBREIN, 1976). Coolen et al
também verificaram elevagdes nos niveis enzimaticos de CK-BB em
adenocarcinomas pulmonares, de rim e cdlon, bem como neoplasias com
presencas de metastases. (COOLEN et al, 1979)

No entanto, houve uma elevagdo da isoenzima CK-BB em soro de -
pacientes portadores de neoplasias em células dsseas gigantes, sendo até
sugerido como marcador do tipo. Essa elevagéio ocorreu em soro de individuos
em pré operatério, tendo seus niveis de CK-BB diminuidos apés ato cirdrgico
(FUKUDA, 1894).

Todavia, de acordo com Joseph et al a atividade da CK nao tém se
elevado muito em casos de pacientes portadores de carcinomas pulmonares,
de colon e figado; ocorrendo em algumas neoplasias um decréscimo na
expressdo de CK-MM. Quanto a atividade de CK-BB, ha uma elevacgdo desta
em soro de pacientes portadores de carcinoma de pequenas células do
pulméo, carcinoma de células escamosas e adenocarcinomas de pulmao,
sendo que em adenocarcinoma de célon, os pacientes encontravam-se em
estadios avangados. Portanto, essa elevagédo de CK-BB ocorre possiveimente
devido a uma acentuada liberacdo enzimatica ocasionada por uma necrose da
célula neoplasica (JOSEPH et al, 1997).

Baseado em Zarghami et al os niveis de CK-BB tém se elevado em
pacientes mais jovens, portadores de neoplasia de mama, sem nenhuma

associagaéo com outras caracteristicas clinicas e patolégicas sendo, para tanto,
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utiizada na selegdo de pacientes, adequados a receber um tratamento de
substratos de CK na tentativa de romper o metabolismo energético de células
neoplasicas (ZARGHAM | et al, 1996).

Segundo Ward & Cockayne a isoenzima CK-MM representa 94 a 100%
da atividade total da CK no soro. A CK-MB se encontra em concentragbes
minimas. inferiores a 6% e a CK-BB quase nunca se detecta sem ser mediante
técnicas analiticas muito sensiveis (WARD & COCKAYNE, 1993).

Como elevagdes dos niveis de creatina fosfoquinase poderiam surgir em |
células com atividade elevada (por exemplo neoplasias), bem como em
situacdes com lesdo de 6rgaos ricos na mesma (ZARGHAMI et al, 1996;
TSUNG, 1982; TSUNG, 1982), avaliamos pacientes com neopiasias do trato
gastrointestinal, bem como portadores de enfermidades digestivas
caracterizadas por inflamagdo e/ou destruigdo celular, buscando avaliar a
possibilidade da utilizagdo das fragdes da creatina fosfoquinase como
marcador  especifico de neoplasias  gastrointestinais.  Inicialmente
acreditavamos que a CK-BB seria a que mais adequar-se-ia aos nossos
propositos, por ser a subunidade da enzima predominante no trato

gastrointestinal (COOLEN et al, 1979).

Os resultados obtidos descartam o possivel uso da CK-BB como
marcador de les@o tecidual nos pacientes avaliados, j& que a mesma foi
detectada em apenas um dos individuos estudados. No entanto, foi identificada
eletroforeticamente uma fragao andmala de CK, como sendo a CK-MiMi. Tal

fracdo foi anteriormente descrita como sendo caracteristica de neoplasia,
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representando, provavelmente, uma fragdo mitocondrial (SIRAGELDIN & .
KLAPDOR, 1985). Além de ter sido detectada pela primeira vez em um
portador com sindrome de Reye, sua presenca no soro pode estar associada
com adenccarcinomas indicando um aumento na taxa de mortalidade (PRATT
et al, 1987). Em diversos tecidos, a distribuicdo enzimatica da CK tém sido
discutida, principalmente quanto & sua elevagao. De acordo com Okano et al
além da presenga elevada de CK-BB em soro de pacientes portadores de
neoplasias, uma isoenzima de grande importancia como marcadora de
adenocarcinoma € a CK mitocondrial (OKANO et al, 1987).

Apenas oito pacientes portadores de adenocarcinoma (gastrico ou de
cdlon/reto) apresentaram esta fragdo, dos quais seis apresentavam metastases
em linfonodos regionais, ou a distancia e dois pacientes nao apresentavam

metastases clinicamente detectaveis.

Curiosamente os portadores de neoplasias gastrointestinais, quando
avaliados como grupo, apresentaram uma redugdo significativa dos niveis
séricos de CK-MM, quando comparados com os outros grupos estudados. Ao
subdividirmos os portadores de neoplasias, de acordo com a etiologia e estadio
da enfermidade, observamos que esta reducio se da principalmente nos
portadores de adenocarcinoma (gastrico ou de colon/reto). A causa dessa
redugdo, bem como a possibilidade da utilizaco dos valores de CK-MiMi como
indicador de adenocarcinoma do trato gastrointestinal merecem avaliagcéo mais

detalhada.
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6. CONCLUSAO

Em 95 individuos avaliados, portadores ou ndo de patologias
gastrointestinais, verificou-se em oito pacientes com adenocarcinomas
gastricos e intestinais a identificagéo eletroforética de uma fragado andmala
de CK, como sendo a CK-MiMi.

Houve também a verificagado de uma redugio significativa dos niveis
séricos de CK-MM em portadores de neoplasias quando comparado aos _
outros grupos, tendo essa redugéo ocorrido em adenocarcinomas gastricos e
intestinais quando da comparacéo feita entre os grupos controle e neoplasia
esofagica. No entanto, néo foi possivel estabelecer uma correlagéo entre os

grupos de neoplasias com a redugéo de CK-MM.
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Resumo

Introdugdo: A determinagdo das isoenzimas da CK (MM, MB e BB) & de
fundamental importancia em diagnosticos clinicos de diversas patologias, bem como a
determinagdo da relagdo entre a razdo da CK-MB/CK TOTAL, utilizada como marcador
especifico para o diagndstico diferencial de leséo do miocardio. O objetivo desse estudo foi
de avaliar o perfil eletroforético das isoformas MM, MB e BB como marcador de lesdes do
trato gastrointestinal gastrointestinal.

Pacientes e Métodos: Foi avaliado um grupo de 95 pacientes, de ambos os sexos,
com idade média de 44.63 £ 1.81 anos, divididos em 5 grupos, dos quais 15 eram nomais e
foram utilizados como controle, 17 portadores de gastrite enantematosa de antro, 16
pacientes com ulcera pépticas, 16 individuos com esofagite péptica, @ 31 portadores de
neoplasias esofagicas, gastricas ou de colonfreto. As isoenzimas foram individualizadas e
identificadas por eletroforese em gel de agarose.

Resultados: Nos portadores de gastrite, ticera ou esofagite ndo foram observadas
diferengas significativas da isoforma MM, quando comparada com o grupo controle. No
entanto, em pacientes portadores de neoplasias foi observado um decréscimo de 24% desta
isoforma. Em alguns destes pacientes verificou-se uma forma anémala de MM, denominada
MiMi (mitocondrial).

Conclusdes: Uma redugéo dos niveis séricos de CK-MM pade ser observada em
pacientes portadores de neoplasias do trato gastrointestinal, quando comparados com
portadores de outras enfermidades digestivas ou controles sadios. O potencial diagndstico
desde achado, bem como as suas causas merecem uma investigagdo detalhada.



INTRODUGAO

A creatina kinase (CK; EC 2.7.32) é uma enzima que cataliza a fosforilagdo
reversivel entre creatina e ATP, e possui um papel importante no metabolismo energético
(1). Possui estrutura dimérica (por combinagdo das subunidades M e B), da qual tem se
descrito, até o presente, trés isoformas, denominadas de acordo com o tecido no qual & mais
abundante: MM (musculo esquelético), MB (miocardio) e BB (cérebro e musculo liso, sendo
a maior parte da CK encontrada na bexiga, puméio estdmago e intestino). Sujeitos normais
apresentam no soro quase exclusivamente a forma MM, com fragos de MB e BB (2).

Concentragbes elevadas de creatina fosfoquinase poderiam surgir em células com
atividade elevada (por exemplo neoplasias), bem como em lesio de 0rgaos ricos na mesma
(1:3;4), sendo que uma variedade de situagSes clinicas com degeneragdc ou trauma
muscular elevam os niveis de CK-MM (2).

A utilidade da CK-MB para o diagnéstico de infarto agudo do miocardic tem sido
suficientemente documentada. A necrose das células miocardicas leva a uma liberacdo da
CK intracelular que pode ser medida no sangue periférico por um periodo de 4 - 8 horas (5).

Processo semelhante pode ocorrer nas situagdes de isquemia ou infarto mesentérico,
ja que as isoformas da CK foram descritas tanto na mucosa como na musculatura do trato
gastrointestinal (6). Os sinais e sintomas clinicos de infarto intestinal sdo inespecificos,
dificuitando, desta forma, o seu diagnéstico (7;8). No momento do aparecimento dos sinais
de peritonite, acidose e choque, o progndstico é pobre (9). Pacientes diagnosticades com
infarto mesentérico chegam a representar 0.2% das admissGes e 2% dos 6bitos de uma
instituicdo hospitalar (10). Modelos experimentais de infarto mesentérico, mostraram um
aumento significativo das isoformas de CK (11;12). Casos isolados de aumento de CK-BB
em pacientes com infarto mesentérico foram relatados (13;14). Experimentalmente, a
elevacao de CK-BB também foi encontrada em casos de dano hepatico isquémico seguido
de reperfusdo (15).



Algumas neoplasias podem ser caracterizadas ou monitoradas pela presenca ou
produgdo de certos marcadores, como antigenos, proteinas ou horménios (16;17;18;19).

Além de apresentar-se elevada em casos de necrose isquémica de tecidos do trato
gastrointestinai, elevagéo da CK-BB tem sido descrita em casos de neoplasias de pulmao,
estdmago e intestino (2;3:4; 20;21;22;23;24), mas a sua possivel utilidade como marcador
sorolégico de neoplasias gastrointestinais ou mesmo de outras lesbes do trato digestivo, em
que ocorre destruicdo ou proliferagio tecidual, como esofagite ou Glceras pépticas, ndo é

conhecida.

O objetivo deste estudo prospectivo foi o de avaliar o comportamento das isoformas
da CK em lesdes do trato gastrointestinal que cursam com destruicdo ou proliferagao
tecidual.



PACIENTES E METODOS
Pacientes
Unidade de Gastroenterologia e Farmacologia Clinica da USF, com diagnéstico de:

- 15 controles sadios, selecionados entre os pacientes do ambulatério de
gastroenterologia que necessitaram de endoscopia digestiva, Os controles néo
apresentaram sinais ou sintomas evidentes de doenga cardiaca, hepatica, renal, pulmonar,
neurolégica, gastrointestinal, hematolégica ou psiquidtrica, com base na histéria clinica, nos
exames fisico e psiquiatrico, endoscopia digestiva (alta e/ou baixa), e nos seguintes exames
laboratoriais: glicemia, uréia, creatinina, AST, ALT, fosfatase alcalina, gamma GT, bilirrubina
total, proteinas totais, albumina, hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial de
células brancas, exame de urina e protoparasitologico, Além disso, ndo apresentavam
quadro clinico sugestivo ou antecedentes de neoplasia, ndo pertenciam a grupos de risco
para neoplasias de trato gastrointestinal, e n&o foram submetidos a cirurgias abdominais ou

toracicas anteriores,

- 17 pacientes com gastrite de antro, diagnosticadas por meio de endoscopia e
portadores de H. pyiori, com diagnéstico feito por meio de teste de urease rapido e pesquisa
histolégica com coloragdo hematoxilina eosina e Giemsa.

- 16 pacientes com esofagite péptica, classificados de acordo com Savary Miller.
- 16 pacientes com Gicera péptica A1, A2 ou H1, classificados de acordo com Sakita .

- 31 pacientes portadores de neoplasias do trato gastrointestinal. Estes foram
classificados de acordo com a enfermidade de base em neoplasias de célonfreto, esofagicas
e gastricas, e estadiados de acordo com a classificagdo TMN (neoplasias de esdfago e
estdmago) ou DUKE’S para neoplasias de colon/reto.

Todos os participantes assinaram termo de consentimento esclarecido e o protocolo
clinico foi aprovado pelo CEP-USF.



Determinag¢ao dos niveis séricos das isoformas da CK

A coleta de material foi feita através de uma pun¢io venosa, com retirada de 5 ml de
sangue, em tubo seco (sem anticoagulante). Apds a coagulagéo, o material foi centrifugado a
800 g por 10 min, e o soro, utilizado para as determinagdes. A concentracdo da CK total foi
determinada por meio de procedimento automatizado (Cobas Mira Plus, Roche, CK
UNIMATE Roche, Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos, S. Pauio, Brasil), e a
determinagdo das isoformas de CK feita por meio de eletroforese em agarose, conforme
(15;25), utilizando-se o Kit CPK AGARO STAIN (SIGMA Chemical Co., St Louis, MO, USA).
A concentragéo relativa de cada fragéo foi avaliada por densitometria do gel, utilizando-se o
programa para computador SIGMAGEL (Jandel Software, San Raphae!, CA, USA).

Os resultados foram avaliados quanto a significancia pelo teste de Mann-Whitney.
Um p<0.05 foi utilizado para determinar a diferenca significativa entre os resultados obtidos.



Resultados

A distribuicdo dos participantes nos diversos grupos de estudo esta apresentada nas
Tabelas 1 e 2. Tanto individuos normais (controles sadios) bem como os portadores de
lesbes benignas do trato gastrointestinal, apresentaram apenas a banda MM na eletroforese.

Individuos portadores de diferentes tipos de neoplasias como: esofdgicas (38.23 U/
+ 13.46), gastricas (7.90 U/l + 3.89) e colorretais (11.76 U/l + 4.75), apresentaram uma
redugao significativa nos niveis séricos de CK-MM, quando comparados aos demais grupos
avaliados (Tabelas 3, Figura 1). Portadores de adenocarcinoma apresentaram uma maior
reducéo dos niveis sangliineos de CK MM do que portadores de carcinoma epiderméide
(Tabela 4, Figura 2), embora estatisticamente néo signfficativa, sendo que esta redugéo néo
se correlacionou com o estadiamento da neoplasia (Tabela 5) .

Apenas um paciente, portador de neoplasia de eséfago apresentou banda de fraggo
BB a eletroforese. Oito pacientes portadores de neoplasias (quatro gastricas e quatro
colorretais) apresentaram uma banda andmala, descrita como sendo CK MiMi (tabela 8),
sendo que seis destes apresentavam neoplasia metastitica e dois, neoplasia sem
metastases detectaveis clinicamente.



Discussao

A caracterizagdo de ceélulas malignas ou alteradas tem levado a tentativas de
identificagio de marcadores que pudessem ser Uteis na identificacéio precoce de neoplasias
gastrointestinais. Os meétodos mais utilizados tem sido baseados na antigenicidade de
constituintes da superficie celular. O primeiro destes marcadores a ser utilizado, com base
neste principio, € o antigeno carcino embriogénico (CEA). A avaliagdo clinica da utilidade
deste marcador em pacientes com neoplasia colorretal, durante 25 anos, tem demostrado
seu valor, mas também suas limitagbes, como a possibilidade de elevagio de seus niveis em
enfermidades com multiplicagéio celular e inflamacdo, mas auséncia de neoplasia (26).
Assim, a busca por marcadores tumorais com maior especificidade e boa sensibilidade para
a detecclo precoce ou acompanhamento de neoplasias do trato gastrointestinal ainda nao
foi encerrada .

Estudos dos niveis de CK MB ou BB em neoplasias tém obtido resuitados
controversos. Kurtz & Nielsen descreveram uma elevagio de seus niveis em pacientes com
adenocarcinoma pulmonar (27), e Shribiny et cols. também observaram uma elevagdo de
seus niveis em neoplasias avangadas da prostata (28). Estes resultados ndo foram
confimados por Lippo & Terho (29) ou por Wong et cols. (30). Em tumores do trato
digestivo, uma elevagdo dos niveis séricos e teciduais de CK BB foi relatada em 13
pacientes com adenocarcinoma géstrico por Hirata et cols, tendo os autores sugerido que a
fonte desta frac&o seria a proliferagio neoplasica, j4 que seus niveis apresentaram uma
queda apés realizag@o de gastrectomia (20). Segundo Ward & Cockayne a isoenzima CK-
MM representa 94 a 100% da atividade total da CK no soro. A CK-MB se encontra em
concentragbes minimas, inferiores a 6% e a CK-BB é geralmente indetectavel, exceto pelo
emprego de técnicas nao rotineiras(31).

Como elevagdes dos niveis de creatina fosfoquinase poderiam surgir em células com
atividade elevada (por exemplo neoplasias), bem como em situagbes com lesdo de 6rgaos
ricos na mesma (1;3;4), avaliamos pacientes com neoplasias do trato gastrointestinal, bem
como portadores de enfermidades digestivas caracterizadas por inflamagao e/ou destruicio
celular, buscando avaliar a possibilidade da utilizagdo das fragSes da creatina fosfoquinase
como marcadores especificos de lesbes gastrointestinais. Inicialmente acreditavamos que a



CK-BB seria a que mais adequar-se-ia aos nossos propdsitos, por ser a subforma da enzima
predominante no trato gastrointestinal (2).

Os resultados obtidos descartam o possivel uso da CK-BB como marcador de lesao
tecidual nos pacientes avaliados, ja que a mesma foi detectada em apenas 01 (um) dos
individuos estudados. No entanto, foi identificada uma fragic anémala de CK, definida como
sendo a CK MiMi. Tal frag@o foi anteriormente descrita como caracteristica de neoplasia,
representando, provavelmente, uma fragdo mitocondrial (32). Apenas 8 pacientes
portadores de adenocarcinoma (gastrico ou de colon/reto) apresentaram tal fragio, dos quais
6 apresentavam metastases em linfonodos regionais, ou a distancia e 2 pacientes nido
apresentavam metastases clinicamente detectaveis.

Curiosamente, os portadores de neoplasias gastrointestinais, quando avaliados como
grupo, apresentaram uma redugdo significativa dos niveis séricos de CK-MM, quando
comparados com ©Os outros grupos estudados . Ao subdividirmos os portadores de
neoplasias, de acordo com a etiologia e estadio da enfermidade, observamos que esta
reducao se da principalmente nos portadores de adenocarcinoma (géstrico ou de colon/reto),
independente do estagio da enfermidade. Tal fato ainda ndo havia sido relatado. A causa
dessa reducdo, bem como a possibilidade da utilizagdo dos valores de CK-MM como
indicador de adenocarcinoma do trato gastrointestinal merecem avaliagio mais detalhada.
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Tabelas

Tabela 1.: Disribuigfo dos participantes segundo grupos de interesse.

Grupos de Estudo N
Neoplasia 31
Normal 15
Esofagite 16
Ciastrite 17
Ulcera 16




Tabela 2.:Distribuigo de neoplasias de acordo com os diversos tipos de grupos analisados.

TOTAL DE NEOPLASIAS 31
NEOQPLASIA DE COLON/RETQ 13
NEOPLASIA DE ESOFAGO 7
NEOPLASIA GASTRICA 11




Tabela 3.: Valores de CK-MM encontrados nos diversos grupos de estudo.

CK — MM U/l (média = EPM) P
Neoplasia {n = 23) 18.64 4+ 5,22
Normal (n = 15) 61.56+11.43 0.005 #
Esofagite (n = 16) 88.83+20.72 0.001 #
Gastrite (n=17) 5547+ 13.06 0.05#
Ulcera (n = 16) 82.57+17.21 0.005 #

# em relacdo a portadores de neoplasias




Tabela 4: Valores de CK-MM encontrados nos diversos tipos de neoplasias analisadas.

NEOPLASIA CK-MM U/t (média + EPM) P
Esofégica (n = 7) 3823+ 13.46 n.s.
Gastrica (n=7) 7.90 %+ 3.89 1.5.
Colorretal (n= 9) 11.76 + 4.75 1.5




Tabela 5. Distribui¢go dos valores de CK-MM U/l encontrados de acordo com a classificagio TNM
{neoplasias esofagicas e gastricas) ¢ DUKE’S (neoplasias de colons ¢ reto) para os pacientes portadores de

neoplasia.
CK-MM U/l (MEDIA + EPM)
NEOPLASIA TNM DUKE’S
IA I11 IV A B C
ESOFAGICA (n=7) 43.77£21.01 | 34.08+20.02
’ (n=3) (n=4)
GASTRICA (n=7) 8.63 7.78+4.60
(n=1) (n=6)
COLORRETAL ( n=9) 773 | 14.85:692 | 4.51:1.98
(n=1) (n=6) (n=2)




Tabela 6.: Valores de CK Mitocondrial encontrados em neoplasias gastricas e colorretais.

Neopiasia CK-MiMi U/l (média + EPM) P
Géstrica(n=4) 33.09 £ 16.74 s,
Célon/reto (n = 4) 21.55+11.38 n.s.
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Grafico I: Valores de CK-MM U/l encontrados nos diversos tipos de
pacientes

p < 0.05 comparado com os demais grupos
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Grafico ll: Valores de CK-MM U/l encontrados nos diversos tipos de neoplasias
analisadas, onde:

* p < 0.006 comparado com o grupo controle
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Anexo |

Nome Registro

idade Sexo

endoscopia;

colonoscopia

Anatomopatolégico (quando avaliavel)

Ultrassonografia/ RX/ CT

Laboratério

Neoplasia (classificagio TMN):

CK fracies:
CK totai:



O uso da CK-BB como marcador de lesdes gastrointestinais.

Eu, , anos, residente
a Rua ha cidade de
, RG , Registro abaixo

assinado declara que & de livre e espontanea vontade que esta participande come voluntario do
projefo de pesguisa supra-citado de responsabilidade do Prof. Dr. José Pedrazzoli Junior do
Hospital da USF. O abaixo-assinado esta ciente que:

1. O objetivo da pesquisa é verificar alteragbes dos niveis sanguineos da enzima creatino
fosfoquinase fragéo BB em doengas do frato gastrointestinal.

2. Para este estudo sera necessaria a realizacao de uma coleta de sangue.
3. A participag2o neste estudo podera acarretar um beneficio terapéutico.

4. Obtive todas as informagBes necessarias para poder decidir conscientemente sobre a
participagéo do referido estudo,

5. Esta livre para ndo participar do estude, e a ndo participagdo n&o acarretard nenhum
prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento peia equipe do HUSF.

6. Os resultados obtidos por este ensaio seréo mantidos em sigilo, e o Hospital 8da USF néo
identificara o paciente por ocasido da exposicdo efou publicagdo dos mesmos.

7. Podera contactar o Comité de Etica e Pesquisa da USF para apresentar recursos ou
reclamacgdes em relagdo ao ensaio clinico.

Braganga Paulista, de de199 .
nome do voluntario :

Dr. José Pedrazzoli Junior
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GED - GASTROENTEROLOGIA E ENDOSCOPIA DIGESTIVA

- 1Orgéo oficial da Federaco Brasiieira de Gastroenterologia (FBG)

Sociedade Brasileira de Endoscopia Digestiva {(SOBED)
Sociedade Brasileira de Hepatologia (SBH)

S80 Paulo, 13 de margo de 2000
SEG. 48/2000

Dr.(a) JOSE PEDRAZZOLI JUNIOR
Fax: 7844-1825 |

Prezadpia) Senhor(z):

Acusamos o recebimento do seu trabalho intitulado { PERFIL DAS ISOFORMAS
DA CREATINA  FOSFOQUINASE EM LESOES DO TRATO
GASTROINTESTINAL), que sera encaminhado para analise,

Agradetendo o envie do trabalho, firmamo-nos,

- Atznciosamente,
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