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TESTE DE MEMBRANA DO ANTIGENO ESPECIFICO DA PROSTATA PARA
IDENTIFICACAO DO SEMEN

PROSTATE-SPECIFIC ANTIGEN MEMBRANE TEST FOR SEMEN
IDENTIFICATION

RESUMO

Com tecnicas inovadoras de biologia molecular tornando-se cada vez mais frequentes
na area forense laboratorial, é plausivel que os métodos tradicionais de sorologia sejam
substituidos por técnicas mais avangadas. O Antigeno Especifico da Prostata (PSA) € uma
glicoproteina produzida pela glandula prostatica e secretada no plasma seminal. Objetivou-se
avaliar os testes rapidos de membrana do PSA na identificacdo do liquido seminal de individuos
vasectomizados. Realizou-se uma revisdo integrativa de literatura, com busca de artigos
publicados nos Gltimos quatro anos, em portugués e inglés, nas bases de dados: SciELO, BVS,
PubMed, LILACS e CAPES, a partir dos DeCS: Sémen “Semen”, Medicina legal “Forensic
medicine”, Vasectomia “Vasectomy”, Antigeno Prostatico Especifico “Prostate-Specific
Antigen”, Sorologia “Sorology”, combinados pelo operador booleano "AND". Em comparac¢ao
com as demoradas medigBes baseadas em ELISA de PSA, os testes rapidos de membrana
oferecem a mesma sensibilidade (4 ng PSA / ml) dentro de 10 minutos usando 200 pl de
sobrenadante da extracdo de DNA. Esses testes rapidos de membrana especificos de PSA
oferecem a comunidade forense uma ferramenta extremamente sensivel para a identificacdo de
fluido seminal de individuos vasectomizados, tornando esses testes possiveis de serem

facilmente implementados em todas as areas forenses laboratoriais de assisténcia social.
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ABSTRACT

With innovative molecular biology techniques becoming more and more frequent in the
forensic laboratory area, it is plausible that the traditional serology methods are replaced by
more advanced techniques. Prostate Specific Antigen (PSA) is a glycoprotein produced by the
prostate gland and secreted into the seminal plasma. The objective was to evaluate the rapid
tests of membrane of the PSA in the identification of the seminal fluid of vasectomized
individuals. An integrative literature review was carried out, searching for articles published in

the last four years, in Portuguese and English, in the databases: SciELO, BVS, PubMed,



79

LILACS and CAPES, based on the DeCS: Sémen “Semen”, Medicina legal “Forensic
medicine”, Vasectomia ‘“Vasectomy”, Antigeno Prostatico Especifico “Prostate-Specific
Antigen”, Sorologia “Sorology”, combined by the Boolean operator "AND". In comparison to
lengthy measurements based on PSA ELISA, rapid membrane tests offer the same sensitivity
(4 ng PSA / ml) within 10 minutes using 200 pl of supernatant from DNA extraction. These
rapid PSA-specific membrane tests offer the forensic community an extremely sensitive tool
for the identification of seminal fluid in vasectomized individuals, making these tests possible

to be easily implemented in all forensic laboratory areas of social assistance.
KEY WORDS: Vasectomy; Prostate Especific Antigen; Sorology
INTRODUCAO

Os ensaios de teste rapido de membrana oferecem a mesma sensibilidade dos testes
baseados em ELISA e representam uma abordagem rapida para a identificacdo forense do fluido
seminal de individuos vasectomizados. O Antigeno Especifico da Prostata (PSA, também
conhecido como P30), é uma glicoproteina produzida pela glandula prostéatica e secretada no
plasma seminal (KOUKOUVINOS et al., 2017).

A PSA esta integrada na familia das calicreinas, que sdo proteases do soro que
apresentam diversas funcdes fisioldgicas. Elas sdo representadas por uma familia de genes, que
contém guinze membros, localizados amplamente ao longo do cromossomo 19g13.4. Onde o
gene KLK-3 codifica a protease PSA, também conhecida como hK3 - calicreina glandular
humana 3 (GONCALVES et al., 2017).

O nome PSA reflete a ideia de que a mesma € exclusiva da prostata, porém através de
pesquisas e metodologias, de maior sensibilidade aléem da realizacdo de estudos imuno-
histoquimicos, é evidente que essa proteina esta presente em diversos tipos de tumores, tecidos
sadios e fluidos biol6gicos femininos e masculinos, evidenciando que ela também pode
apresentar funcdes fora da prostata (KRANIOTI et al., 2017).

Com tecnicas inovadoras de biologia molecular tornando-se cada vez mais frequentes
na area forense laboratorial, é plausivel que os métodos tradicionais de teste soroldgico
utilizados para identificar as manchas serdo substituidos por técnicas de biologia molecular
mais avancadas (ZHAO et al., 2017). O Soroldgico tradicional para abordagens de identificacdo
de manchas muitas vezes envolve um teste de cor presuntivo, seguido por um teste de

confirmacéo que normalmente usa um anticorpo especifico que tem sua complexificacdo com
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uma proteina conhecida, como hemoglobina para sangue humano e P30 ou antigeno prostatico
para fluido seminal (SATOH et al., 2020).

Embora esses métodos de teste tenham melhorado em simplicidade e seletividade ao
longo dos anos, varios problemas ainda persistem, como exemplo a possibilidade de reatividade
cruzada com outras espécies e a falta de especificidade para determinados fluidos (KARADAY
et al.,2020). Atualmente 0 PSA é aceito como um marcador para a deteccdo de sémen em casos
criminais envolvendo vasectomia ou machos azoospérmicos, nos quais a producdo de
espermatozoides € inexistente. A frequéncia relatada de azoospermia é de 1-9% em manchas
seminais ou esfregacos examinados em casos de violéncia sexual estes podem aumentar, uma
vez gque a frequéncia de vasectomia anticoncepcional tem sido estimada em 750.000 a 1.000.000
por ano nos Estados Unidos (TOSELLI, 2020).

O isolamento e purificagcdo bem-sucedidos de PSA de sémen humano conseguiu tornar
possivel o desenvolvimento de métodos imunoldgicos para sua deteccdo. Os métodos para a
deteccdo de PSA incluem Ouchterlony double difuséo, eletroforese cruzada, imunoeletroforese
de foguete, imunodifusdo radial e ELISA (RUIZ et al.,2017). A técnica ELISA é extremamente
sensivel e pode detectar PSA em fluidos corporais em concentra¢des tdo baixas quanto ~ 4 g
por mililitro. Uma desvantagem de todas as outras técnicas é que ndo sdo sensiveis o suficiente
ou sdo complicadas e demoradas apresentando desvantagens para atuar em laboratorios
forenses (SCALON, 2017).

Vaérios testes de membrana especificos do antigeno sdo utilizados atualmente em
ambientes clinicos no intuito de rastrear o soro de um paciente para a presenca de PSA em
niveis > 4 pg / ml indicando hiperplasia prostatica benigna ou cancer prostatico. Todos os testes
sdo baseados na reacdo entre um antigeno e um anticorpo monoclonal marcado com ouro, 0
complexo formado migra através de uma membrana por forcas capilares e reage com um
segundo anticorpo monoclonal (GOUVEIA, 2016).

Nesse contexto o objetivo deste estudo foi avaliar os testes rapidos de membrana do
antigeno prostatico especifico (PSA) na identificacdo do liquido seminal de individuos

vasectomizados.
METODOLOGIA

A presente pesquisa é uma revisao integrativa de literatura, de abordagem qualitativa,

com busca ativa de artigos cientificos publicados nos ultimos quatro anos, nas seguintes bases
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de dados: Scientific Electronic Library Online (SciELO), Biblioteca Virtual de Saude (BVS),
National Library of Medicine (PubMed), Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias
da Saude (LILACS) e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES).

Para realizagdo da pesquisa foram utilizados os seguintes descritores em Ciéncias da
Saude (DeCS) nos idiomas portugués e inglés, respectivamente: Sémen “Semen”, Medicina
legal “Forensic medicine”, Vasectomia ‘“Vasectomy”, Antigeno Prostatico Especifico
“Prostate-Specific Antigen”, Sorologia “Sorology”, combinados pelo operador booleano
"AND". Foram incluidos na pesquisa: artigos disponiveis na integra, nos idiomas selecionados,
que apresentassem pelo menos um dos descritores citados anteriormente, obras que estivessem
disponiveis de forma online e gratuita, indexadas nas bases de dados escolhidas. Foram
exclusos: estudos publicados em periodo anterior aos Ultimos quatro anos, que nao
apresentassem a tematica proposta e que necessitassem da realizacdo de algum tipo de

pagamento financeiro para ter acesso a obra na integra.

De acordo com as estratégias utilizadas na presente pesquisa, foram encontrados um
total de 350 artigos cientificos. Entretanto, apenas 16 destes foram selecionados para a
composicdo do estudo. A Figura 1 esquematiza a sequéncia metodoldgica utilizada para a

selecdo das publicacdes que compuseram essa revisao integrativa.

Figura 1 — Etapas para escolha dos estudos elegiveis para composicao dos principais achados
da pesquisa.
Estudos encontrados por meio de busca nas bases de dados
escolhidas para o estudo em questao.
N= 350

4

Achados duplicados nas bases de dados (eliminados).
N=200

!

Estudos excluidos por

Anélise dos titulos e resumos ndo se enquadrarem
N=150 » no estudo.
N=70

4

N4o se enquadraram a

Artigos analisados completamente proposta do estudo e
N=80 -) por isso foram
excluidos

N=64
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4

Artigos incluidos na Revisdo Integrativa
N= 16

Fonte: autoria propria, 2020.
RESULTADOS

Agora esta bastante claro que o termo Antigeno Prostatico Especifico (PSA) é um termo
impréprio. Embora presente em grandes quantidades no plasma seminal, sua presenca foi
detectada em uma variedade de outros fluidos corporais como descritos na Tabela 1. As
maiores concentracdes de PSA fora do sémen tem encontrado se no leite materno e no liquido
amnioético (TOSELLLI, 2020).

Tabela 1 — Concentracdo de PSA em varios fluidos corporais (liquidos).

Fluidos Concentragdes PSA (ng/mL)
Sémen 200,000 para 5.5 milhdes
Sémen 820,000
Liquido amniético 0.60 (média) 8.98
Leite materno 1 (média.) 2100
Leite materno <1.0;>100
Leite materno 0.47
Saliva Nenhum
Urina feminina 3.72
Urina feminina 1.73
Urina feminina 0.12 -1.06; 0.29
Urina feminina 0.53
Soro feminino <0.01
Soro feminino <0.1

Fonte: Adaptado Satoh et al. (2020).

Pesquisas apontaram niveis relevantes substanciais de PSA encontrados no liquido
amnidtico e no leite materno. Os casos que envolvem mulheres lactantes ou gravidas devem ser
tratados com o devido cuidado. Tendo particular preocupacéo para este analista a deteccdo de
PSA na urina feminina e no soro feminino. Na literatura o achado de urina em um par de pecas

femininas de uma sobrevivente de estupro ndo seria incomum. Além disso, se houver trauma
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ou se a sobrevivente estiver menstruada, pode haver sangue em esfregacos vaginais ou manchas
na roupa intima (GOUVEIA, 2016).

Quando um extrato é preparado a partir de uma mancha na roupa intima e o PSA é
detectado, como o analista pode ter certeza de que o resultado é de sémen? Em outras palavras,
qual é a probabilidade de a mancha ser de urina ou soro feminino? O Teste Abacus Diagnostics
OneStep ABAcard P30 é utilizado extensivamente em laboratoérios forenses nos Estados Unidos

e consegue elucidar essas questdes (TOSELLI, 2020).

Apresentando uma sensibilidade listada de 4 pg PSA / mL. Logo o Seratec PSA
Semiquant Kit foi desenvolvido como um teste de rastreamento para a deteccdo de cancer de
préstata humana, sendo projetado como um teste semiquantitativo que contém um padréo
interno de 4 pg PSA / mL. A literatura declara a sensibilidade do kit como 2 pg / mL de PSA
(GOUVEIA, 2016). Estudos concluem que o kit Seratec ¢ o mais sensivel dos dois kits PSA
com reacOes positivas obtidas a 0,78 pug / mL PSA. Nesse nivel de deteccdo, o teste esta
certamente na faixa de concentracdes conhecidas de PSA na urina feminina e proximo ao limite
detectado no soro feminino (RUIZ et al., 2017).

PSA em fluidos bioldgicos

A determinagdo quantitativa da PSA € conduzida através de equipamentos
automatizados e totalmente computadorizados que sdo realizados por meio de métodos
imunoldgicos, como enzimaimunoensaios, quimioluminescentes imunoenzimaticos e
imunorradiométricos. Estes métodos apresentam uma sensibilidade de pelo menos 0,001ug/ml,
0 que em 1994 conseguiu possibilitar a deteccdo da PSA em varios fluidos bioldgicos
extraprostaticos (TOSELLI, 2020).

A partir de pesquisas aprofundadas, estudiosos investigaram a presenca de PSA em
amostras de fluido cerebroespinal colhidas de homens e mulheres concluindo que a PSA pode
ser produzida pelo tecido cerebral, esses também evidenciaram a presenca da PSA em secrecdes
vaginais por meio de testes utilizando swabs vaginais livres de esperma (SATOH et al., 2020).
De acordo com esses testes, os resultados relatados da deteccdo de PSA em secreces e fluidos
corporais tanto masculinos quanto femininos poderiam ser amplamente confirmados
(KUNICKI, 2010).

Pesquisas selecionadas da membrana ndo detectaram PSA em nenhuma amostra de

mulheres. Além de sémen de homens normais e vasectomizados, resultados positivos s6 foram
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obtidos na urina pds-ejaculacdo de homens adultos, quando as amostras foram adicionadas
diretamente aos testes de membrana (SCALON, 2017). No entanto, é bem estabelecido que o
PSA ocorre nesses fluidos, o que demostra a confiabilidade desses testes em um ambiente
forense a partir da analise do material probatdrio de casos de violéncia sexual conhecidos por
conterem fluido seminal de individuos ndo vasectomizados ou vasectomizados (SATOH et al.,
2020).

Manchas de sémen armazenadas em temperatura ambiente por até 30 anos produzem
um resultado positivo. Os limites de sensibilidade e deteccdo dos testes rpidos de membrana
especificos de PSA sdo iguais a um ensaio imunoabsorvente enzimatico (diluicdes de fluido
seminal até 1: 1.000.000 sdo positivas) (SCALON, 2017).

E importante notar que algumas manchas de sémen apresentam um resultado negativo,
que passa a ser positivo quando ocorre a dilui¢do 1: 100 ou 1: 1.000 vezes e a amostra é testada
novamente. Deve-se ter em mente que um resultado de teste de membrana negativo pode ser
causado por altas concentracdes de PSA no extrato (provocando o chamado efeito de gancho
alto). Nestes casos, 1: 100 ou a dilui¢do 1: 1.000 vezes dos 100 pl restantes do sobrenadante

deve ser testada novamente (SATOH et al.,2020).
Abacus OneStep ABAcard®

O Abacus OneStep ABAcard® é um produto que pode ser utilizado para identificacdo
rapida e qualitativa do antigeno P30, este confirma a presenca de sémen pela utilizacdo de um
anticorpo monoclonal mdvel marcado com corante que se liga ao antigeno P30 (SATOH et al.,
2020). O complexo P30 antigeno-anticorpo se difunde horizontalmente em uma membrana com
duas regibes de anticorpos fixos. Os anticorpos policlonais P30 imobilizados estédo localizados
em uma regido de teste e da imunoglobulina anti-humana, e estdo presentes em uma regiao de
controle no Abacus OneStep ABAcard® a partir da membrana de teste (TOSELLI, 2020).

Nessas regifes, o complexo antigeno-anticorpo P30 mével e / ou P30 marcado com
corante livre interage com as regides imobilizadas. Apds a aplicacdo de 200 pl de amostra
extrato e um tempo de difusdo de 10 minutos, o acumulo dos anticorpos marcados com corante
resulta na formacdo de bandas rosa nas regides de teste e controle no Abacus OneStep
ABAcard® membrana (KARADAY!I et al., 2020).

Uma faixa rosa na regido de controle significa que o teste foi executado de forma
adequada. A partir da mobilizacdo do antigeno o complexo de anticorpos na regido de teste e
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controle e identifica positivamente a presenca do antigeno P30. Estudos de validacdo
confirmaram a utilizacdo do Abacus OneStep ABAcard® teste P30 para uso em laborat6rios

como um teste confirmatdrio para a presenca de sémen (GOUVEIA, 2016).
Exemplos de aplicacéo de testes de membrana do Antigeno Especifico da Prostata
Abuso sexual infantil

Manchas nas roupas das criangas sao frequentemente examinadas quanto a presenca de
fluido seminal, quando € encontrado negativo para espermatozoides, um teste de membrana
especifico para PSA deve ser realizado. Na literatura sdo observados casos em que nenhum
espermatozoide é detectado e um teste de membrana especifico para PSA apresenta positividade
isto logo demostra a confirmacdo que o agressor era um individuo vasectomizado
(SCALON,2017).

Estimativa de tempo aproximado da agressao sexual

Sabe-se que o0 PSA é detectavel no trato vaginal até no maximo 14-47 horas, e esperma
celular por muitos dias. Estudos, apresentaram um caso com relatdrio atrasado de quatro dias
apo6s uma agressdo sexual. Muito poucas células de esperma foram encontradas e o teste de
PSA foi negativo, confirmando a afirmacdo do paciente. Um teste de PSA positivo forte ndo

teria sido consistente com o periodo de tempo relatado (SATOH et al.,2020).
CONCLUSAO

Em comparacdo com as demoradas medicdes baseadas em ELISA de PSA, os testes
rapidos de membrana oferecem a mesma sensibilidade (4 ug PSA / ml) dentro de 10 minutos
usando 200 pl de sobrenadante da extragdo de DNA. Embora os bastdes de teste oferecam a
mesma sensibilidade, ndo os consideramos Uteis para trabalho de caso devido a maior

quantidade de liquido necessaria.

Os testes rapidos de membrana especificos de PSA oferecem a comunidade forense uma
e ferramenta extremamente sensivel para a identificagdo de fluido seminal de individuos
vasectomizados. Se houver a presenga de urina masculina esta em questdo, deve passar por
adicionais utilizando o antigeno especifico da vesicula seminal MHS-5 (SEMA, Humagen
Fertility Diagnostics, Inc.). Portanto esses testes podem ser facilmente implementados em todas

as areas forenses laboratoriais de assisténcia social.
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