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RESUMO - Objetivo: Realizar dosagens da benzilamino-oxidase (BzAQO), uma enzima tissular
localizada na tinica média dos vasos sanguineos, mais precisamente no musculo liso, em fragmentos
tumorais ¢ nao tumorais de pegas cirurgicas ressecadas de portadores de adenocarcinoma gastrico
avangado. Métodos: Foram incluidos no estudo 24 doentes (18 masculinos ¢ seis femininos com
média de idade de 55.4 anos). Quanto a localiza¢do do tumor, eram 11 do antro gastrico, nove do
corpo, dois da cardia, um do corpo ¢ antro ¢ um do fundo, sendo que 12 doentes foram submetidos
a gastrectomia subtotal ¢ os demais a gastrectomia total com esplenectomia, todos com
linfadenectomia a D2. As dosagens de BzAO foram correlacionadas com idade , sexo , tempo de
histéria da doenga, local do tumor no estémago, tipo histopatélogico ¢ cirurgia realizada. Resultados:
A atividade enzimatica da BzAO nos tecidos gastricos normais variou de 22,9 mM a 111 mM
(média de 57.1), sendo superior nos tecidos tumorais em todos os casos, variando de 35,5 mM a
148 mM (média de 70,7). A analise estatistica pelo teste 7 de student mostrou diferenca significativa
entre as duas dosagens (desvio padrdo de 2,373 ¢ p= 0,0263, portanto p < 0,05). Conclusio: As
dosagens de BzAO foram mais elevadas nos fragmentos tumorais gastricos, sugerindo existir
correlacdo entre a BzAO ¢ a angiogénese, ¢, portanto, a possibilidade de utilizagdo de terapias
antiangiogénicas que atuem inibindo o crescimento tumoral ¢ metastatico.

DESCRITORES - Benzilamino-oxidase. Estomago. Adenocarcinoma gastrico. Angiogénese.
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por possuir forte atividade contra a benzilamina (Bz) e
porque se tornou imediatamente evidente que as pro-
priedades da enzima plasmatica equina diferiam funda-
mentalmente das pertencentes a amino-oxidase
intracelular?.

Alguns anos depois foi demostrado por Blaschko?
que a amino oxidase plasmatica (AO) tem distribui¢éo
muito mais ampla em mamiferos do que se sabia,
embora ja se verificasse atividade sérica da BZAO em
trés espécies de primatas. No ano seguinte, McEwen ¢
Cohen?® descobriram que o plasma ou soro humano
contém uma AQO soluvel capaz de catalizar a conversio
de Bz para benzadeido, AO essa que se distingue tanto
da ceruslosplamina quanto da diamino-oxidase. Foi
ainda McEwen*® que purificou e identificou a enzima
do plasma humano ¢ estudou sua cinética, utilizando
uma técnica espectofotométrica bascado nos métodos
descritos por Tabor € col.5. Os estudos que se seguiram
tratam da AO circulante em varias espécies de mami-
feros, além da descrigao de anomalias da atividade enzi-
matica no plasma ou soro de pacientes com insufi-
ciéncia cardiaca congestiva ¢ cirrose hepatica, segui-
ram-se estudos da atividade da BZAO em populagdes
normais ¢ algumas doengas humanas’.

Estudos recentes de Lewinsohn ¢ Araujo® em
pacientes portadores de cancer de eso6fago e colo de
utero demonstraram variagGes significativas em relagéo
aos tecidos normais e, concluem que a BzZAO pode ser
util no diagndstico diferencial de cancer ¢ na monitori-
zacao de pacientes em tratamento para diversas doencas
neoplasicas.

Nao encontramos na literatura consultada nenhuma
pesquisa realizada especificamente para estudo de BzZAO
em portadores de cancer gastrico.

O carcinoma gastrico ¢ a neoplasia maligna mais
comum do trato gastrointestinal. A sua ocorréncia em
nosso meio ¢ bem elevada comprometendo, principal-
mente, pacientes na faixa etaria dos 50 aos 70 anos.
Estima-se atualmente que o Brasil tenha uma das maiores
taxas desta ncoplasia maligna no mundo, atingindo 30
(trinta) casos /100.000 habitantes / ano, em algumas
regides. Enquanto no Japdo o diagnostico desta
neoplasia ¢ feito em cerca de 50% dos casos no estadio
precoce, na maioria dos paises ocidentais, o diagndstico
precoce ocorre apenas em 10% dos doentes. Assim, a
grande maioria dos doentes chega aos médicos com
doenga localmente avangada’.

Assim considerando, esta pesquisa tem por obje-
tivos a dosagem da atividade da BZAO em fragmentos
de area tumoral obtidos de pegas cirurgicas de doentes
portadores de adenocarcinoma gastrico avanc¢ado

submetidos a gastrectomia total ou subtotal, comparada
com a dosagem em fragmentos de arca ndo tumoral.

Métodos

Ap6s a aprovagdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa, ¢ mediante consentimento informado foram
obtidos fragmentos de estobmagos de 24 doentes porta-
dores de adenocarcinoma gastrico avangado, tratados
cirurgicamente na Disciplina de Moléstias do Aparclho
Digestivo, Departamento de Cirurgia do Hospital de
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas — Universi-
dade Estadual de Campinas, de varias faixas etarias ¢
ambos os sexos. O diagnostico foi realizado pelo estudo
anatomopatologico de fragmentos obtidos de endosco-
pia digestiva ¢ bidpsias no pré-operatorio. Foram 18
masculinos e seis femininos, com faixa etaria variando
de 32 a 75 anos (média de 55,4 anos).

Quanto a localizagdo do tumor, foram 11 do antro
gastrico, nove do corpo, dois da cardia, um do corpo ¢
antro € um do fundo. Portanto, 12 doentes foram sub-
metidos a gastrectomia subtotal ¢ os demais a gastrec-
tomia total com esplenectomia, todos com linfadenec-
tomia a D2 ¢ ressec¢do do omento.

A metodizagdo utilizada nesta pesquisa consistiu
em:

a) Informagdes clinicas do doente:

Foram obtidas do seu prontuario médico, relacio-
nando: idade, sexo, tempo de historia da doenga, local
do tumor no estdbmago, tipo histopatdlogico ¢ proce-
dimento cirurgico realizado.

b) Coleta dos fragmentos das pegas:

Imediatamente apds ressecadas as pegas cirurgi-
cas, procedeu-sc a abertura do estdbmago ¢ individuali-
zagdo da area tumoral. Em seguida, foram obtidos dois
fragmentos para estudo:

bl) Fragmento do tumor, envolvendo toda a pare-
de gastrica de cerca de 1 cm por 1 cm, colocado em
frasco estéril contendo soro fisiologico 0,9% ¢ imediata-
mente levado ao congelador ( 0° C ). Toda a pega
ressecada foi enviada para estudo histopatologico e
confirmagdo de neoplasia maligna.

b2) Fragmento do estomago envolvendo toda a
parede gastrica, em local distante da arca tumoral,
considerado livre de tumor, de 1 cm por 1 cm, colocado
em frasco estéril contendo soro fisiologico 0,9% e
imediatamente levado ao congelador ( 0° C). Este frag-
mento serviu como grupo controle para efeito de com-
paragdo com o da area tumoral. Também foi enviada
para estudo histopatolégico excluindo-se, assim, a
presenca de adenocarcinoma gastrico.
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¢) Dosagens da atividade da BzAO:

As dosagens foram realizadas no Laboratoério de
Enzimologia e Carcinogénese Experimental do Nucleo
de Medicina e Cirurgia Experimental da Universidade
de Campinas, conforme técnica descrita a seguir:

cl ) Preparagdo de homogenatos:

Os fragmentos de tecido foram seccionados em
fragmentos menores com o auxilio de uma tesoura e
em seguida macerados em homogeneizador de vidro
ou em triturador clétrico. O tampdo de fosfato de
potassio ImM em pH = 7.2 foi adicionado ao material
homogeneizado.

d) Dosagem espectrofotométrica da desaminagdo
da Benzilamina:

Foi realizada a partir de seis concentragdes de
benzilamina, para maior seguranga, quais sejam: 800
mM (400 mM final); 400 mM (200 mM final); 100
mM (50 mM final); 200 mM (100 mM final) e 50mM
(25 mM final).

¢) Curva de linearidade de tempo e curva de
linearidade de concentragdo de enzimas:

As dosagens enzimaticas foram cuidadosamente
controladas quanto ao tempo de incubagao, temperatura
e concentragdo da enzima, sendo que os valores 6timos
para cada um desses fatores foram estabelecidos da
seguinte forma:

e.1) Curva de linearidade de tempo de incubagdo:

Estabelecida em relagdo aos homogeneizados de
tecidos, no tempo de 30 minutos a partir de uma curva
onde se usam 10, 20, 30 ¢ 45 minutos de incubagao,
na temperatura de 37°C.

e.2) Curva de linearidade de concentragdo de
enzima:

Foi estabelecida uma curva de concentragao da
enzima onde se utiliza 0 homogeneizado total (HT), sen-
do o HT, com proteina em torno de 9.0 ou 10.0 mg/
ml, %2do HT ¢ 1/8 do HT, incubando-se o material por
30 minutos, uma vez que os tecidos apresentam leitura
altas, sendo necessario dilui¢des posteriores a homoge-
neizagao™>C,

Resultados

Os diametros dos tumores variaram de 25 a 135
mm (média de 62,9 mm). Todos invadiam a serosa
gastrica, sendo que oito apresentavam metastases para
as cadeias linfonodais do nivel 1 ¢ 15 do nivel 2 ¢ so-
mente um caso nao apresentava acometimento linfono-
dal. O namero de linfonodos acometidos variou de 1 a
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36 (média de 7 linfonodos), sendo que o namero total
de linfonodos dissecados variou de 4 a 40 (média de
17 linfonodos).

A atividade enzimatica da BzAO nos tecidos
gastricos normais variou de 22.9 mM a 111 mM (média
de 57.1). A atividade foi superior nos tecidos tumorais
em todos os casos, variando de 35,5 mM a 148 mM
(média de 70.7).

O Grafico 1 mostra as dosagens de BzZAO nos
tecidos normais ¢ tumorais dos doentes. Notar que a
curva das dosagens de BzAO nos tecidos tumorais foi
superior na maioria dos doentes. A analise estatistica
pelo teste 7 de student mostrou diferenca significativa
entre as duas dosagens (desvio padrdo de 2,373 e p =
0,0263, portanto p < 0,05).

Quando foram analisadas outras variaveis, nao foi
encontrada diferenga significativa em relagéo a idade,
sexo, local do tumor, tipo histopatoldgico, acometimento
linfonodal e a invasdo tumoral vascular e perineural ¢
cirurgia realizada.
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Grafico 1: Atividade enzimatica especifica da BzAO de 24
pacientes estudados.

Discussio

Em 1977, Lewinsohn descreveu variagdes da
atividade sérica da BzAO em grandes queimados € em
pacientes com cancer'’. Notando o virtual desapareci-
mento da atividade circulante, apos queimaduras de 18%
a 20% ou mais da superficie corporea, verificou que a
velocidade de queda inicial dessa atividade mantinha
relagdo com a evolugdo do caso nas primeiras 72 horas
apos o acidente. Todos os grandes queimados apresen-
tavam queda drastica da atividade da BzAO sérica:
quanto mais rapida esta queda, pior o progndstico. Por
outro lado, observou que o retorno a niveis normais de
atividade ¢ invariavelmente lento (seis meses no mini-
mo), sem correlacao com estado do paciente. Estudos
subseqiientes em pacientes com cancer revelaram
atividade baixissima da BzAO sérica em portadores de
tumores solidos, com concentragdo sérica dentro de
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limites normais. Em todos os casos estudados, houve
estreita relagdo entre o estado clinico dos pacientes com
tumores solidos ¢ a dosagem da BzAO, principalmente
apOs cirurgia e/ou o inicio da quimioterapia'’.

Nao obstante seu carater preliminar, estas observa-
¢des assinalavam a possibilidade de dosagem da BZAO
tornar-se um valioso adjunto diagnostico, prognostico
¢ eventualmente terapéutico em grandes queimaduras
¢ em certos tipos de neoplasias, particularmente em
tumores solidos. Um editorial do Lancet!! chamou aten-
¢do para esses aspectos das investigagGes da autora,
isto ¢, a possivel utilidade da dosagem de BzZAO para a
conduta médica frente a pacientes com doengas
neoplasicas.

Entretanto, na dependéncia de informagdes basicas
sobre a localizagdo da BzAOQ, totalmente desconhecida
até¢ entdo, e de maiores dados sobre suas propriedades
fisico-quimicas, a sua eventual aplicagdo clinica nos
termos acima citados, teria valor estritamente limitado.
Consequentemente, as pesquisas ¢ os estudos seguintes
foram sobre a atividade da BzZAO ¢ das MAOs em
tecidos humanos e de ratos'.

Tanto a BZAO quanto o monoamio-oxidase (MAQO)
A ¢ B foram encontrados em quase todos os tecidos
mvestigados, verificando-se, porém, que embora as trés
enzimas tenham distribuicéo e atividades semelhantes
nos tecidos de ratos ¢ do homem, seu comportamento
frente a substratos ¢ inibidores apresenta diferengas
que excluem a extrapolagéo de resultados entre espécies
¢ mesmo entre tecidos da mesma espécie. Evidenciou-
se, ao contrario das hipoteses em pauta até entdo, que
a BzAO ¢ uma enzima tissular, cuja presenca na
circulagdo sanguinea pode ser interpretada como
fenomeno de escape dos tecidos!?.

Assim, mediante radio-microensaio de procedi-
mentos histoquimicos e de espectofotometria foi mos-
trada a localizagdo da BzAO na tunica média do vaso
sangiiineo ¢ ndo do endotélio, conforme afirmavam
varios autores!’. Os estudos subsequentes de
Lewinsohn!* indicam sua localiza¢do mais precisa no
musculo liso.

Embora qualquer hipotese a respeito da fungdo
BzAO no musculo liso permaneca especulativa até o
presente momento, a evidéncia das observagdes clinicas
sugere que tal funcdo se relaciona com a atividade
secretora da célula, e ndo a vasomotora. Levando em
conta os niveis infimos no plasma ou soro, comparados
com atividade encontrada na parede vascular, é provavel
que a degradacao do substrato fisiologico da BZAO nao
ocorra na circulagdo sangiiinea, mas em nivel intrace-
lular na intimidade dos tecidos.

A origem desses valores alterados e, o que ¢ mais
importante, as fun¢des da enzima devem ser procura-
das, sem duvida, no musculo liso; possivelmente, na
atividade secretora da célula. As observagdes clinico-
laboratoriais de Lewinsohn!* sugerem que a enzima
itervém em algum ponto da angiogénese, especifica-
mente tanto na producdo como na reabsorcado de
clementos (colageno, elastina, ¢ outros) que integram
os tecidos em que predomina o musculo liso, principal-
mente na parede vascular.

A angiogénese ¢ o processo pelo qual uma
estrutura ou tecido estimula a formagao de novos vasos
sangiiineos. E um processo muito controlado ¢ depen-
dente de intimeros fatores estimuladores e inibidores.
Os recentes avangos na terapia do cancer em geral
foram justamente relacionados ao desenvolvimento de
agentes antiangiogénicos. E o conceito antiangiogénico
parece unificar atualmente as futuras pespectivas na
luta contra o cancer ¢ suas metastases. Varias sdo as
terapias antiangiogénicas em estudo atualmente, como
o trombospondin, o interferon, os inibidores das metalo-
proteinases, a angiostatina, a endostatina ¢ alguns
agentes farmacologicos como a talidomida e o carbo-
xiamidotriazol'>.

Na literatura consultada nao foi encontrada nenhu-
ma pesquisa referente a dosagem tissular da BzZAO em
portadores de adenocarcinoma gastrico. Desse modo,
na presente pesquisa foi estudado a atividade enzimatica
da BzAO em fragmentos de pegas cirurgicas
ressecadas, tanto da area tumoral, como da area
gastrica normal sem presenca de neoplasia, de
portadores de adenocarcinoma gastrico avangado.

Nesta pesquisa cada um dos doentes estudados
foi controle dele proprio. E, coincidentemente, a maioria
era do sexo masculino. A interpretagdo ¢ o real
significado da BzAO ser mais elevada nos fragmentos
tumorais nao ¢ conhecido, porém nossa suposi¢do ¢é
pelo fato do tecido tumoral ser habitualmente mais
vascularizado que o tecido normal. No Grafico 1 pode-
se observar que os resultados sdo bem homogénecos
em todos os doentes, com diferenca estatisticamente
significativa entre as dosagens da enzima nos
fragmentos tumorais ¢ normais.

Os resultados obtidos na presente pesquisa nos
levam a concluir que havendo uma relagéo entre a BZAO
¢ a angiogénese, eventualmente no futuro possam ser
desenvolvidas substancias antiangiogénicas que atuem
inibindo esta enzima ¢ por conseguinte também o
crescimento tumoral ¢ metastatico. Além disso, que
talvez possa ser possivel utilizar a dosagem da BzAO
como um possivel marcador tumoral. Enfim, sdo
necessarios ainda mais estudos para resultados mais
conclusivos.
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Conclusio

A atividade enzimatica registrada nos fragmentos

tumorais foi mais elevada em comparagdo com a dos
fragmentos normais, ¢ com significancia estatistica
(p<0,05). Analisando-se outras possiveis diferengas
das dosagens de BzZAO quanto ao local de acometimento
do tumor, o resultado anatomopatoldgico, a classifica-
¢do TNM, namero de linfonodos acometidos ¢ a invasao
vascular e perineural ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os doentes da presente casuistica.
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ABSTRACT - Purpose: To evaluate the benzylamine oxidase (BzAO), a tissue enzyme located in
the middle tunica of the blood vessels specifically in the smooth muscle, in neoplastic and normal
fragments removed of surgical specimens resected from patients with advanced gastric
adenocarcinoma. Methods: Were included in the study 24 patients (18 males and 6 female, mean
age of 55,4 years). Considering the localization of the gastric tumours, 11 were in the antrum, 9 in
the body, 2 in the cardia, 1 in the antrum and body and 1 in the fundus. Patients were submitted to
total gastrectomy (12 cases) and to subtotal gastrectomy (12 patients) with D2 lymphadenectomy:.
The findings of BzAO were correlated with age, sex, localization, hystopatological type and the
surgery performed. Results: The enzymatic activity in normal tissues varied from 22,9 mM to 111
mM (média de 57.1), however, in neoplastic tissues the activity were higher and varied from 35,5
mM to 148 mM (média de 70,7). Statistical analysis using the t student test showed significant
differences (standard deviation =2.373 and p = 0.0263, p < 0.05). Conclusion: The enzymatic
activity were significant in the gastric tumours fragments, suggesting that there are a correlation
between the BzZAO and the angiogenesis, and therefore the possibility of utilization the antiangiogenic
therapies to cause the inhibition of the tumor growth and metastases formation.

KEY WORDS - Benzylamine oxidase. Stomach. Gastric adenocarcinoma. Angiogenesis.
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