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RESUMO

Antigeno especifico da préstata (PSA) € uma glicoproteina produzida pelo tecido da préstata e
secretado no plasma seminal em niveis elevados. O PSA € amplamente usado como um
biomarcador do céncer e como um marcador forense. O PSA foi originalmente descrito como um
Antigeno especifico da préstata. Posteriormente, o PSA foi observado em uma variedade de fluidos
extraprostdticos. Nesta revisdo, sintetizou-se sua histéria evolutiva do PSA e avaliou-se informacoes
disponiveis sobre niveis do PSA em fluidos ndo-prostdtico. Este artigo aponta discutir se estes niveis
podem danificar a identificagc&o forense do semen.

Palavras chave: PSA; Antigeno especifico da préstata; ciéncia forense; fluidos ndo-prostético.

ABSTRACT

Prostate-specific antigen (PSA) is a glycoprotein produced by prostatic tissue and secreted into the
seminal plasma at high levels. PSA is widely used as a cancer biomarker and as a forensic marker.
Originally PSA was described as a prostate-specific antigen. Later on PSA was observed in a variety of
extraprostatic fluids. In this review we summarize its PSA evolutionary history and available informations
about levels of PSA in nonprostatic fluids. This article aims to discuss if these levels ccould impair the
forensic identification of semen.
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1 INTRODUCAO

A PSA (Prostatic Specific Antigen) € uma glicoproteina de cadeia simples, com PM=33-
34 kDa e expressa em altos niveis no epitélio da prostata humana (WANG, 1979) sob o controle
de andrégenos e progestinas (DIAMANDIS, 1994).

Apss varias pesquisas desenvolvidas por cientistas forenses em torno de componentes
especificos do esperma, a PSA foi descoberta através do isolamento e da caracterizacdo
de proteinas do plasma seminal e recebeu varias denominacdes. Li e Schulman (1971)
descreverom uma proteina com PM=31 kDa que denominaram E, a qual parecia ser
especifica do esperma. Sensabaugh (1978), caracterizou uma proteina do plasma seminal,
que denominou p30, com PM=30 kDa e que apresentava reatividade com o anti-soro
preparado contra a proteina E,, sugerindo que tinham alguns determinantes  imunologicos
em comum. Em 1979, Wang descreveu uma glicoproteina com PM=33-34 kDa como
sendo especifica da gléndula prostatica, que denominou PSA (anfigeno prostatico especifico).
Wang et al (1982), Graves et al (1990), Sensabaugh e Blake (1990) e Johnson e Kotowski
(1993) sugeriram que a PSA era bioguimicamente idéntica a p30.

A PSA (ou p30) faz parte da familia das calicreinas, que sdo proteases do soro com
diversas funcoes fisiologicas. Elas sGo representadas por uma familia de genes, composta
por quinze membros, localizados continuamente ao longo do cromossomo 19g13.4. O gene
KLK-3 codifica a protease PSA, também chamada hK3 - calicreina glandular humana 3
(YOUSEF; DIAMANDIS, 2003).

O nome PSA reflete aidéia inicial de que a expressdo da proteina era restrita a prostata.
Pensava-se, até recentemente, que a PSA era produzida exclusivamente pelas células epiteliais
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da prostata, mas, a partir do emprego de metodologias mais sensiveis e da realizacéo de
estudos imunohistoquimicos, ficou evidente a presenca desta proteina em uma variedade
de tipos de tumores, tecidos sadios e fluidos bioldgicos femininos e masculinos, (DIAMANDIS;
YU, 1997), sugerindo que ela possa ser funcional fambém fora da prostata.

Uma das principais funcoes prostaticas da PSA € liquefazer o coagulo seminal apds a
ejaculacdo, através da fragmentacdo e solubilizacdo das proteinas seminogelina e
filoronectina (LILJA et al, 1987)

Os niveis de PSA aumentam no soro de individuos com patologias prostaticas e sua
dosagem estd sendo largamente utilizada como um marcador prostatico tumoral hd mais
de dez anos, auxiliando na deteccdo de cancer de préstata em estagios iniciais, avaliacdo
da progress@o da doenca e para estimar a resposta terapéutica (VIHKO et al, 1990;
OESTERLING, 1991; ARMBRUSTER, 1993).

A PSA pode ser encontrada em duas formas moleculares no soro, livie e complexada
(LILJA et al, 1991, STENMAN et al 1991, MALM; LILJA, 1995): 10-30% de PSA total € livre, ndo
ligada a proteinas do soro, 70-90% de PSA fotal € ligada a a,-antiquimiotripsina (ACT) e a
uma pequena quantidade de a -antitripsina € uma peguena porgdo ndo mensuravel pelos
métodos habituais circula complexada com a,-macroglobulina.

A presenca de PSA no esperma em concentfracoes milhdes de vezes maiores que no
soro de homens a caracterizou como um marcador valioso, j& testado e validado pela
comunidade forense, para a identificacdo de fluido seminal em evidéncias criminais deixadas
por individuos vasectomisados, azoospérmicos ou oligozoospérmicos (SENSABAUGH, 1978;
BAECHTEL, 1983; POYNTS; MARTIN, 1984; JOHNSON; KOTOWSKI, 1993; HOCHMEISTER et al, 1999;)

Com os recentes relatos da presenca da PSA no soro de homens e em outros fluidos
extraprostaticos, como no soro de mulheres e criancas, urina de mulheres, liquido amnidtico,
leite materno, saliva e fluido cerebroespinal, € interessante que os niveis de PSA encontrados
nestes fluidos sejam relacionados com os niveis de PSA encontrados no liquido seminal. O
propodsito deste trabalho € relatar os resultados de pesquisas realizadas por diversos autores
nestes fluidos e avaliar se podem inferferir na constatacdo da presenca de liquido seminal
em materiais periciados.

2 PSA EM FLUIDOS BIOLOGICOS

O isolamento e a purificacdo da PSA no esperma humano (SENSABAUGH, 1978) tornou
possivel o desenvolvimento de métodos imunoldgicos para a sua deteccdo.

De acordo com a descoberta e evolucdo desses métodos que, inicialmente, tinham
uma sensibilidade de 5.000 a 1 ng/ml, varios pesquisadores forenses testaram, desde 1977,
diversos fluidos bioldgicos em relacdo a PSA e concluiram que a PSA era especifica do
esperma (SENSABAUGH, 1977; POYNTZ; MARTIN, 1983; STUBBINGS; NEWALL, 1985; JONHSON;
KOTOWSKI, 1993).

Afualmente, a determinacdo quantitativa da PSA é realizada em equipamentos
automatizados e totalmente computadorizados que utilizam métodos imunoldgicos, como
enzimaimunoensaios, quimioluminescentes imunoenzimdaticos e imunorradiométricos. Estes
meétodos possuem uma sensibilidade de pelo menos 0,001ng/ml, o que possibilitou, a partir
de 1994, a deteccdo da PSA em varios fluidos bioldgicos extraprostaticos (Tabela 1), como
descrito a seguir.
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Breul et al (1997) investigaram a concentragcdo de PSA em urina de 20 mulheres com
ingestdo continua de testosterona e 20 mulheres que ndo estavam ingerindo testosterona
(controles). Somente cinco dos controles apresentaram PSA entre 0,2-2 ng/ml e 0 grupo sob
acdo de androgénicos feve niveis enfre 0,2 ng/ml e 12,00 ng/ml. Mannello et al (1998)
analisaram a urina de 50 mulheres que tomavam contfraceptivo e de 50 mulheres que ndo
estavam ingerindo contraceptivo. Os resultados da PSA variaram, respectivamente, de 0,09-
1,239 ng/ml e de 0,02-0,15 ng/ml. Schmidt et al (2001) analisaram amostras de urina de
217 mulheres, cujas dosagens variaram de 0,12 a 1,06 ng/ml. Obiezu et al (2001) dosaram
PSA urindrio de 35 mulheres com sindrome de ovdrio policistico e encontraram valores que
variaram de 0,001-10,29 ng/ml e 41 controles sem essa sindrome, com valores até 0,046
ng/ml.

Filella et al (1996) verificaram que somente 14% do soro de 252 mulheres apresentaram
valores positivos para PSA, e que os mesmos ndo ultrapassaram 0,5 ng/ml. Melegos et al
(19970) analisaram o soro de 22 mulheres com hirsutisno, encontrando valores de PSA de O-
0,579 ng/ml e de 50 mulheres saudaveis que apresentaram PSA de 0-0,019 ng/ml. Zarghami
et al (1997) estudaram a variacdo de PSA no soro de 14 mulheres saudaveis durante o ciclo
menstrual e obtiveram resultados de 0,002-0,004 ng/ml. Aksoy et al (2002) também
investigaram a mudanca de concentracdo de PSA no soro e saliva de 30 mulheres saudaveis
durante o ciclo menstrual e encontraram variacdo de 0,007-0,035 ng/ml para o soro e de
0,007-0,029 ng/ml para a saliva. Manello et al (1998) dosaram a PSA no soro de 100 mulheres,
metade das quais tomava confraceptivo, e encontraram niveis inferiores a 0,06 ng/ml.
Antoniou et al (2004) verificaram a variacdo de niveis de PSA no soro de 205 criangas ate 12
anos e enconfraram para 123 meninos valores mdaximos de 2,768 ng/ml e para 82 meninas
valores de até 0,287 ng/ml. Black et al (2000) analisaram o soro de 118 pacientes com
cancer de mama e de 99 controles e encontraram valores variando, respectivamente, de
0-8,153 ng/ml e 0-0,055ng/ml.

Yu et al (1995) analisaram leite materno de 38 mulheres, obtendo valores positivos
para PSA em 34 amostras, com 5 amostras variando de 10 a 350 ng/ml e nas 29 amostras
restantes a variagcdo ficou entre 0,01-10 ng/ml e sugeriram que a concentracdo de PSA no
leite diminui em relacdo ao tfempo pods-parto. Wolff et al (1999) encontraram niveis de PSA de
0,003-1,22 ng/ml no liquido amnidtico de 48 mulheres gravidas e concluiram que a fonte do
liquido amnidtico € ainda desconhecida e que a presenca de PSA no liquido amnidtico
pode indicar seu papel bioldégico no crescimento e desenvolvimento fetal. Magklara et al
(1999) analisaram leite de 44 mulheres, obtendo valores positivos para PSA em 39 amostras
com valor médio de 0,084 ng/ml, 4 amostras apresentaram altas concentracoes com valores
variando de 11,8 a 111 ng/ml. Analisaram, tambem, 116 amostras de liquido amnidtico,
com resultados de 0,001-2 ng/ml.

Melegos et al (1997b) investigaram a presenca de PSA em 299 amostras de fluido
cerebroespinal coletadas de homens e mulheres e concluiram que a PSA pode ser produzida
pelo tecido cerebral e encontraram um valor méximo de 0,382 ng/ml.

A presenca da PSA em secrecdes vaginais foi pesquisada em swabs vaginais livres de
esperma por Lawson et al (1998) e Macaluso (1999), coletados, respectivamente, de 20
mulheres com variacdo entre 0-1,25 ng/ml e de 40 mulheres com variacdo entre 0,43-0,88
ng/ml.
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TABELA 1. Niveis De PSA em Fluidos Extraprostéticos

FLUIDO AUTOR GRUPOS ESTUDADOS PSA (ng/ml)
Soro de Mulheres Filella et al (1996) - até 0,5
Melegos et al (1997) controles 0-0,019
com hirsutismo 0-0,579
Zarghami et al (1997) durante o ciclo menstrual 0,002-0,004
Aksoy et al (2002) durante o ciclo menstrual 0,007-0,035
Manello et al (1998) ingerindo confraceptivo <0,06
Black et al (2000) controles 0-0,055
com cdncer de mama 0-8,153
Soro de Criancas até 12 anos Antoniou et al (2004) meninos até 2,768
meninas 0,287
Urina de mulheres Breul et al (1997) controles 0,2-2,00
ingerindo testosterona 0,2-12,00
Mannello et al (1998) controles 0,02-0,15
com contraceptivo oral 0,09-1,239
Schmidt (2001) _ 0,12-1,06
Obiezu et al (2001) controles 0,001-0,046
sidrome de ovdrio policistico | 0,001-10,29
Saliva Aksoy et al (2002) durante o ciclo menstrual 0,007-0,029
Leite Materno Yu et al (1995) - <0,01-350
Magklara et al (1999) - 0-111
Liguido amnidtico Wolff et al 1999 - 0,003-1,22
Magklara et 1999 — 0,01-2,00
Ligquido cefalorraquidiano Melegos et al (1997) desordens neurolégicas até 0,382
Secrecdo vaginal Lawson et al (1998) _ 0-1,25
Macaluso et al (1999) - 0,43-0,88

Varios autores dosaram a PSA no esperma. A Tabela 2 relaciona os niveis encontrados.

TABELA 2. Niveis de PSA no fluido seminal

AUTOR PACIENTES ESTUDADOS (n) PSA (ng/mi)variacdo PSA (ng/ml)média
Senkul et al (2004) 18 0,004 - 2,72 X 10° 0,7+-0,39x10°
Shieferstein (1999) 113 0-1,8x10° 0,4+-0,3x10¢
Lynne et al (1999) 43 0,009 - 3,0 x 10° 1,29+-0,15x10¢
wang et al (1998) 22 0,39 -3x 10 1,29x+- 0.68x10°

3 CONCLUSAO

Em pericias que envolvem materiais oriundos de crimes sexuais, onde o corpo de
delito € o esperma, ndo podemos relegar o possivel envolvimento de individuos
oligozoospermicos, azoospermicos e vasectomizados. A deferminacdo da PSA, considerando
seu alto nivel no esperma, € uma ferramenta extrernamente valiosa nesses casos, j& que a
pesquisa microscopica para espermatozoides resultard negativa.

Em vestigios criminais, fluidos bioldgicos séo depositados diretamente na vitima, onde
serd colhido com um swab, ou em diversos tipos de suportes, sob a forma de manchas. Em
amibos 0s casos, 0 material deverd ser macerado e extraido. Na obtencdo destes extratos,
devemos considerar dois fatores ja bem estudados e determinados (GARTSIDE et al 2003;
LAUX; CUSTIS, 2003): a diluicéo do fluido no liquido de extracdo e a eficiéncia desta extracdo.
Estes fatores sdo relevantes quando analisamos os niveis de PSA encontrados nos diversas
fluidos biologicos.
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Os métodos ja padronizados (SIMICH, 1999; HOCHMEISTER, 1999; LAUX; CUSTIS, 2003;
SAWAYA; ROLIM, 2003) e aplicados na extragdo de swabs ou manchas, requerem um volume
de solucdo de extracdo suficiente para a determinacdo da PSA e das provas citologicas,
sorologicas e moleculares. Considerando este fator de diluicdo, a eficiéncia de extracdo e
estimada em 1% (GARTSIDE et al 2003), o que significa gue somente 1% da PSA contida em
uma mancha ou swab € capaz de ser extraida.

Os fluidos normalmente contidos em manchas coletadas em pericias de crimes
sexuais, além de esperma, sdo sangue, saliva, urina e secrecdo vaginal. Verificando os valores
de PSA encontrados nestes fluidos, sob varias circunst@ncias e analisados sem diluir (ver
tabela 1), observamos que o maior valor relatado foi de 12 ng/ml, encontrado em urina de
mulheres que ingeriam testosterona. Considerando a eficiéncia de extracdo, o valor obtido
em uma mancha serd de 0,12 ng/ml, que € extremamente baixo. Em relacdo aos niveis
detectados em leite matemo e considerando este mesmo fator, o valor mdximo da PSA
ficard em torno de 3,5 ng/mll.

Estas constatacdes sdo coroboradas pelas pesquisas de varios autores forenses que
testaram diversas manchas de fluidos bioldgicos, como sangue e saliva de homens e
mulheres, secrecdo vaginal, urina de mulheres, material fecal e leite materno e ndo
encontraram resultados positivos para nenhuma delas. Os métodos utilizados para a
deteccdo da PSA nestes testes, com sensibilidade de 4 ng/ml, foram os
imunocromatogrdficos, qualitativos e semiquantitativos, realizados em membranas. Isto
significa que todos estes fluidos contidos em manchas apresentaram niveis de PSA menores
que 4ng/ml (HOCHMEISTER, 1999; KEARSEY et al, 2001; SATO et al, 2002; LAUX et al, 2003;
KHALDI et al, 2004). Por outro lado, como a concentracdo de PSA em esperma fica em torno
de 1x10°ng/ml, o valor de PSA enconfrado em uma mancha serd extremamente alto,
aproximadamente 10.000 ng/ml.

Os métodos quantitativos realizados em equipamentos computadorizados, com
sensibilidade de até 0,001 ng/ml, j& foram também validados para testes forenses (SIMICH,
1999) e devem ser aplicados considerando-se um valor minimo de positividade para
esperma de 4 ng/ml .

Diante destes relatos, concluimos que os niveis de PSA existentes nos fluidos
extraprostaticos ndo interferem na investigacdo de esperma em pericias criminais e que os
cientistas forenses podem, desse modo, determinar com confionca a presenca de esperma
em manchas e swabs, atraves de testes de PSA.
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