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RESUMO

Introducédo: O céncer de prostata (CaP) é a doenca prostatica mais frequente em
homens idosos. A metastase € o culminar de uma série de etapas que englobam a
quimiotaxia celular, adeséo celular e crescimento seletivo do tumor. As moléculas de
adesao celular (MACs) sdo uma rede complexa de moléculas que medeiam as
interacdes célula-célula e célula-matriz e desempenham um papel crucial no
processo de metastase. A expressdo anormal do Inibidor do Ativador do
Plasminogénio tipo-1 (PAI-1) é encontrada em muitas doengas e esta intimamente
relacionado ao cancer. Objetivo: Determinar o perfil de MACs e PAI-1 e associa-los
a presenca de metastase e aos diferentes graus de risco para metastase em
pacientes com CaP. Sujeitos e Meétodos: Este € um estudo caso-controle
prospectivo que avaliou 213 homens, com idade entre 30 e 90 anos, dos quais 149
eram pacientes com CaP diagnosticados na Clinica de Uro-Oncologia do Hospital do
Céancer de Londrina e 64 voluntarios saudaveis (grupo controle). Primeiramente, o
grupo CaP foi subdividido em dois grupos: sem metastase (Met-, n=108) e com
metastase (Met+, n=41). Posteriormente, o grupo CaP foi novamente subdividido de
acordo com a estratificacdo de risco para metastase seguindo as diretrizes do
National Comprehensive Cancer Network (NCCN): Grupo A: muito baixo e baixo
risco (n=28); Grupo B: risco intermediério favoravel e desfavoravel (n=41); Grupo C:
alto e muito alto risco (n=77). Os dados antropométricos e clinicos foram obtidos de
acordo com uma ficha de coleta de dados previamente padronizada para este
estudo. Foram avaliados o numero de leucécitos totais e plaguetas no sangue
periférico, a velocidade de sedimentagdo de eritrocitos (VHS), a dosagem sérica de
proteina C-reativa (PCR), e as concentracfes plasmaticas da molécula de adesao
celular endotelial plaquetaria-1 (PECAM-1), molécula de adesao celular vascular-1
(VCAM-1), molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), E-selectina, P-selectina e
PAI-1. A Sindrome Metabdlica (SM) foi definida seguindo os critérios do Painel de
Tratamento de Adultos Il (ATP Ill). Resultados: Os pacientes com CaP Met+ foi
diferenciado dos controles pelo aumento do VHS (p=0,037; OR:1,260; IC 95%:1,014-
1,566) e diminuicdo da PECAM-1 (p=0,029; OR:1,000; IC 95%: 0,999-1,000) e do
PAI-1 (p=0,020; OR:1,000; IC 95%:1,000-1,000). Os pacientes com CaP Met+
diferem dos com CaP Met- pelo aumento do VHS (p=0,008; OR:0,906; IC
95%:0,842-0,975) e diminuicdo da VCAM-1 (p=0,043; OR:1,000; IC 95%: 1,000-
1,000). Os niveis de P-selectina (p= 0,031; OR: 1,000; IC 95%: 1,000-1,000) e PAI-1
(p=0,017; OR: 1,000; IC 95%: 1,000-1,000) estavam reduzidos no grupo CaP Met-
guando comparado ao grupo controle. Os resultados foram ajustados pela idade,
VHS, tamanho da prostata e presenca de SM. Pacientes classificados como de alto
risco para metastase apresentaram niveis mais elevados de VHS quando
comparados aqueles com baixo risco (p=0,017; OR: 1,075; IC 95%: 1,013-1,140) e
risco intermediario (p=0,001; OR: 0,935; IC 95%: 0,897-0,974). Os niveis de
PECAM-1 no grupo de alto risco para metastase foram menores do que o obtido em
pacientes com risco intermediario (p=0,039; OR: 1,000; IC 95%: 1,000-1,000). Esses



resultados foram ajustados pela idade e VHS. Conclusdo: Nossos dados
demonstraram que PECAM-1, P-selectina e PAI-1 tém um papel importante na
fisiopatologia do CaP, mas somente a VCAM-1 pode predizer a presenca de
metéstase independentemente da idade, tamanho da prostata, presenca de SM e da
inflamacdo. No entanto, somente a PECAM-1 pbde diferenciar pacientes de alto
risco para metastase daqueles de risco intermediario, independentemente da idade
e do processo inflamatério.

Palavras-chave:Cancer de prostata. Moléculas de adeséo celular. Inibidor do
ativador do plasminogénio tipo-1 (PAI-1). Metastase. VCAM-1.
PECAM-1.
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ABSTRACT

Background: Prostate cancer (PCa) is the most frequent prostatic diseases in aging men.
Cancer metastasis is the culmination of a series of steps: cell chemotaxis, cell adhesion, and
selective tumor growth. Cell adhesion molecules (CAMs) are a complex network molecules
that mediate cell-cell and cell-matrix interactions and play a crucial role in metastasis
processes. Abnormal expression of plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1) is found in
many diseases and is closely related to cancer. Objective: To determine the profile of
CAMs and PAI-1 in PCa patients and to associate them with the presence of metastasis and
the different degrees of risk for metastasis in this disease. Subjects and Methods: This is a
prospective case-control study that consisted of 213 men with age from 30 to 90 years; of
them 149 patients with PCa diagnosed at the Uro-oncology clinic of the Cancer Hospital of
Londrina and 64 healthy volunteers (control group). First, PCa group was subdivided in two
groups: without metastasis (Met-, n=108) and with metastasis (Met+, n=41). Subsequently,
the CaP group was subdivided according to the stratification of risk for metastasis following
the guidelines of the National Comprehensive Cancer Network (NCCN): Group A: very low
and low risk (n=28); group B: favorable and unfavorable intermediate risk (n=41); Group C:
high and very high risk (n=77). Anthropometric and clinical data were obtained according to
a standardized data collection questionnaire for this study. The number of total leukocytes
and platelets in peripheral blood, erythrocyte sedimentation rate (ESR), serum C-reactive
protein (CRP), and plasma levels of platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-
1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),
E-selectin, P-selectin and PAI-1 were analysed. Metabolic Syndrome (MetS) was defined
following the Adult Treatment Panel Il criteria. Results: Patients with PCa Met+ were
significantly distinguished from controls by increased ESR (p=0.037; OR: 1.260; 95% CI:
1.014-1.566) and decreased PECAM-1 (p=0.029; OR: 1.000; 95% CI: 0.999-1.000) and PAI-
1 (p=0.020; OR:1.000; 95% CI:1.000-1.000). Patients with PCa Met+ differed PCa Met- by
increased ESR (p=0.008; OR: 0.906; 95%CI: 0.842-0.975) and decreased VCAM-1
(p=0.043; OR: 1.000; 95% CI: 1.000-1.000). Levels of P-selectin (p= 0.031; OR: 1.000; 95%
Cl: 1.000-1.000) and PAI-1 (p=0.017; OR: 1.000; 95% CI: 1.000-1.000) decreased
significantly among patients with PCa Met- when compared to control group. The results
were adjusted by age, ESR, prostate size and presence of MetS. We found that patients
classificated as high risk for metastasis showed higher levels of ESR when compared with
low risk (p=0.017; OR: 1.075; 95% CI: 1.013-1.140) and intermediated risk (p=0.001; OR:
0.935; 95% CI: 0.897-0.974). Levels of PECAM-1 into high risk group were lower than
intermediated risk (p=0.039; OR: 1.000; 95% CI. 1.000-1.000). The results were adjusted by
age and ESR. Conclusion: Our data demonstrated that PECAM-1, P-selectin, and PAI-1
have an important role in pathophysiology of PCa, but only VCAM-1 could differ metastatic
PCa, independently of age, prostate size, presence of MetS, and inflammation. PECAM-1
could differentiate patients with high risk for metastasis from those with intermediate risk,
independently of age and inflammation.

Keywords: Prostate cancer. Cell adhesion molecules. Plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1). Metastasis. VCAM-1. PECAM-1.
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1. INTRODUCAO

A prostata € uma glandula que faz parte do sistema urogenital masculino e
esta localizada em posicéo inferior a bexiga e anterior ao reto. Ela circunda a uretra
proximal e participa na producdo de secre¢cbes seminais. A prostata pode ser
dividida em zona de transicéo, central, periférica e a parte anterior formada por um
estroma fibromuscular (McNEAL, 1981). A glandula prostatica depende de
horménios esteroides como a testosterona e a di-hidrotestosterona para ter um
adequado desenvolvimento e estimulo para a sua funcdo secretora (McGINLEY et
al, 1992).

Na infancia, a préstata tem um volume pequeno, cerca de 7 cm?® aos nove
anos. Ao inicio da adolescéncia, cessa-se a dorméncia hormonal e inicia-se o
aumento do seu volume, concomitante a sua producdo glandular, alcancando um
tamanho de cerca de 15-20 cm?® na fase adulta. Apés os 30 anos de idade, a
velocidade de crescimento é de cerca de 0,5 cm® ao ano, e esta velocidade pode
aumentar nos portadores de hiperplasia benigna da préstata (HBP). Com o avanco
da idade, surgem alteracBes no tecido prostatico juntamente a outras doencas da
prostata, decorrentes ndo s6é do aumento de seu volume como também devido a
alterac@es histoldgicas. As duas formas clinicamente mais importantes e prevalentes
do crescimento anormal da préstata sdo a HPB e o cancer da prostata (CaP) (XIA et
al., 2002).

No mundo, o numero de casos novos do CaP vem aumentando a cada ano,
sendo, atualmente, a quarta neoplasia mais frequente quando considerada ambos
os sexos (INCA, 2017). A incidéncia mundial é altamente variavel, ocorrendo
variagbes na ordem de 25 vezes (4,4 casos/100 mil habitantes na india & 118,2/100
mil habitantes nos Estados Unidos). No Brasil, o CaP tornou-se um seério problema
de saude publica em funcdo de suas altas taxas de incidéncia e mortalidade
(AMORIM et al., 2011). Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) a
incidéncia estimada para o biénio 2018-2019, no Brasil, sera de, aproximadamente,
68.220 casos novos de CaP. Depois dos tumores de pele ndo melanoma, O CaP € o
tipo de cancer mais incidente entre os homens em todas as regides do pais, com
incidéncia estimada para este biénio de 96,85 homens/100 mil no Sul; 66,75/100
mil no Centro-Oeste; 69,83/ 100 mil no Sudeste; 56,17/100 mil no Nordeste e
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29,41/100 mil no Norte. No estado do Parana, em 2016, houveram 5.260 individuos
diagnosticados com CaP e em todo o pais, houve 14.484 mortes pelo tumor no ano
de 2015 (INCA, 2017).

Multiplos fatores podem influenciar a incidéncia de CaP, desde as
caracteristicas demogréficas e genéticas até a eficiéncia do sistema de salde
publica para o diagnostico da doenca (CENTER et al., 2012).

Os fatores que tém sido apontados como determinantes para o aumento da
incidéncia do CaP sdo a melhoria no atendimento basico as populacfes, aumento
de campanhas informativas e preventivas de identificacdo da doenca, aumento na
expectativa de vida e a evolucdo dos métodos diagnosticos. (PAIVA; MOTTA,;
GRIEP, 2010)

A idade € o principal fator de risco para o desenvolvimento do CaP
(STANGELBERGER; WALDERT, 2008; PAIVA; MOTTA; GRIEP, 2010). Bell (2015)
em uma revisao sistematica de 29 estudos de autdpsias de pacientes, publicada no
periodo de 1948 a 2013, demonstrou que o CaP aumenta com a idade, variando de
uma prevaléncia de 5% em homens com menos de 30 anos a cerca de 59%
naqueles com mais de 79 anos. A historia familiar, ou envolvimento do componente
genético, é outro fator bem conhecido (CARTER et al., 1992; COOK et al., 2014).
Em relacdo a raca, estudos epidemioldgicos mostram que afro-americanos tém
maior incidéncia, em idade mais precoce e sdo mais propensos a doenca localmente
avancada ou metastases e doenca de alto risco, em relacdo aos caucasianos-
americanos (PIETRO et al., 2016; SMITH et al., 2017). Outros fatores também
apontados para o CaP sao a presenca de sindrome metabolica (SM) (LAUKKANEN
et al., 2004), dieta (KIMURA et al., 2018), obesidade (MACINNIS et al., 2003) e
doencas inflamatoérias (SFANOS et al., 2012).

A forma mais aceita de rastreamento do CaP é a associacdo da dosagem
sérica do antigeno prostatico especifico (PSA) ao toque retal. O toque retal permite
avaliar o tamanho, a forma e a consisténcia (dureza), da prostata com objetivo de
analisar a possivel existéncia de nédulos (FRANCA; VIEIRA; PENNA, 2008). Costa
(1994) destaca que a ultra-sonografia transretal (USTR) é um exame opcional para
deteccdo de tumor primario. A ressonancia magnética (RM) e a tomografia

computadorizada (TC) sado, também, alguns exames opcionais utilizados no
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diagnostico do CaP; entretanto, estes ndo superam a eficiéncia da USTR
(FACUNDES, 2002).

A introducdo do PSA em meados da década de 1980 como marcador tumoral
para o CaP (WANG et al.,1979) foi, dentre todos os marcadores tumorais, 0 que
talvez tenha tido o maior impacto na histdria da incidéncia de uma neoplasia. O PSA
pode ser encontrado em duas formas moleculares no soro: livre e complexada: 10-
30% de PSA total é livre, ndo ligada a proteinas do soro e 70-90% de PSA total €
ligada a al-antiquimiotripsina e a uma pequena quantidade de al -antitripsina e uma
pequena por¢cdo ndo mensuravel pelos métodos habituais circula complexada com
a2 -macroglobulina (LILJA et al., 1991, STENMAN et al., 1991).

A biopsia da prostata € realizada sempre que existe uma suspeita de CaP,
tais como: toque retal com suspeita de malignidade, nédulos ou zonas endurecidas;
PSA com niveis elevados e/ou deteccdo na ecografia de zonas com alteracdes
ecogénicas que sugiram a presenca de CaP (BANDEIRAS et al., 2003). Quando a
bidpsia confirma a presenca do CaP, deve-se proceder a avaliacdo da extenséo e
das caracteristicas do tumor, a fim de se estabelecer o estagio da doenca e o0 seu
tratamento (REGGIO, 2005; OTTO, 2002). Utiliza-se o scanner ou a TC para avaliar
a extensdo do tumor a tecidos vizinhos, a ganglios linfaticos, ao figado, rins, ureteres
e bexiga; e a radiografia do térax para pesquisar metastases no pulméo e 0sso0s
(REGGIO, 2005). Para o estadiamento da doenca seguem-se 0S critérios
estabelecidos no National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines, os
quais levam em conta os niveis de PSA total, Escore de Gleason e classificacdo
segundo o tamanho, nédulo e metastase (TNM).

Na avaliagdo da biopsia do CaP realiza-se a graduacdo de Gleason, que se
refere ao padrdo arquitetural do CaP, sendo que o grau 1 € bem diferenciado e o
grau 5 € pobremente diferenciado. O resultado final da graduacéo é obtido pela da
soma das graduacdes de Gleason mais abundantes na amostra (NELSON et al.,
2008).

A classificacgdo TNM é um sistema em que as letras T (tumor) avalia o
tamanho e a extensdo do tumor primario, N (linfonodos) reflete se as células
cancerosas espalharam-se pelos linfonodos e M (metastase) indica se o cancer se
espalhou para tecidos distantes. Essas pontuacbes sdo combinadas para atribuir o
estadiamento do cancer (NCCN Guidelines, 2018).
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Os grupos de risco para metistase sao estratificados em seis categorias:
muito baixo risco, baixo risco, favoravel intermediario risco, desfavoravel
intermediario risco, alto risco e muito alto risco. (NCCN Guidelines, 2018)

O tratamento de pacientes com CaP é escolhidos conforme o estadiamento
da neoplasia. Usualmente, para tumores localizados, a prostatectomia radical é o
tratamento de escolha, por ser muito eficaz e curativa (LUCIA et al., 2005;
CAUWELAERT; AGUIRRE; SANDOVAL, 2006). Tal método consiste na retirada de
toda a préstata e das vesiculas seminais, posteriormente unindo-se a bexiga a uretra
(GOMES et al., 2008).

Quando o CaP encontra-se localizado, a radioterapia, geralmente apls a
retirada do tumor, € uma das opcdes de tratamento vigentes (SHAHI; MANGA,
2006). Esta se baseia em administrar radiacdes externas ou internas sobre a
prostata para destruir as células cancerosas (SROUGI; SIMON, 1996; SROUGI,
2007).

No caso de CaP metastatico, a terapia enddcrina ou hormonoterapia é o
tratamento mais indicado (KALIKS; GIGLIO, 2008). Nesta terapia sdo empregados
varios medicamentos a base de hormdnios como: estrégenos, analogos do receptor
do horménio liberador do horménio luteinizante (LHRH) e antiandrégenos, que
impedem a producéo de testosterona ou bloqueiam as suas acdes na prostata. A
orquiectomia, retirada cirdrgica dos testiculos, também ¢é utilizada como
hormonioterapia, com a que eliminacdo dos 6rgdos que produzem o horménio
androgénico, este apontado como principal responsavel pelo crescimento do tumor
(CORDON; ALBIACH; ALBIACH, 2003; SHAHI; MANGA, 2006).

O tratamento quimioterapico, frequentemente utilizado no combate a canceres,
tem sido utilizado, também, em tumores avancados ou metastaticos da prostata.
Existem esquemas de droga Unica ou de multiplas drogas; os esquemas multidroga
apresentam resposta mais satisfatoria que o uso de drogas isoladamente. O
esquema de docetaxel associado a prednisona foi o que, até o momento,
apresentou melhor sobrevida dos pacientes com CaP avancado. (WROCLAWSKI et
al., 2003).
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1.1 CaP, Metastases e Moléculas de Adesao

A metastase é o estadgio mais temido do cancer, sendo responsavel pela
grande maioria das mortes relacionadas ao CaP. Identificar a populacdo de risco
para desenvolver CaP avancado e prevenir metastases é, hoje, um dos maiores

desafios no tratamento dos pacientes com CaP.

As metastases cancerosas sdo o culminar de uma série de complexas etapas
em que as células cancerosas degradam as matrizes extracelulares permitindo-lhes
romper com 0s tumores primarios e migrar para os tecidos. Sao importantes fatores
envolvidos nesse processo, tais como as quimiocinas e seus receptores
(KAKINUMA; SAM, 2006; SINGH; SADANANDAM; SINGH, 2007; FERNANDES et
al., 2015), as moléculas de adesao celular (MACs) (DAVIES; JIANG; MASON, 2000),
e o inibidor do ativador do plasminogénio tipo-1 (PAI-1) (GONDEK et al.,2014).
Durante o processo de metastase, um subconjunto de células tumorais primarias
sofre transformacdo epitelial-mesenquimal (EMT) que envolve alteracdes
morfogenéticas, alteracdo do fendtipo e, por consequéncia, sua motilidade e
plasticidade, lhes permitindo invadir a circulacdo e tornarem-se células tumorais
circulantes (CTCs). Algumas CTCs podem sobreviver na circulagcdo e,
eventualmente, extravasar em locais metastaticos distantes. O processo de
extravasamento envolve varias etapas. Primeiramente, as CTCs rolam nas
superficies das células endoteliais que expressam a molécula de adeséo celular
(MAC) E-selectina. Isso faz com que as CTCs consigam aderir e rolar nas vénulas
pos-capilares. Este processo de rolamento permite que as células do CaP ativem o0s
sinais da integrina e da molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), desencadeando
processos adicionais de adesao, resultando em aderéncias firmes entre as células
cancerosas e as células endoteliais. Este processo promove a transmigracdo de
células cancerosas através do endotélio para os sitios metastaticos (YASMIN-
KARIM et al.,2016). Células de CaP preferencialmente tendem a metastisar para 0s
0ssos atraves de interacdes especificas do local e a principal MAC envolvida nesse

processo € a molécula de adesao vascular-1 (VCAM-1) (TAl et al., 2014) (Figura 1).
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INTRAVASAMENTO: CTCs rolam nas superficies das
células endoteliais que expressam a E-SELECTINA

CIRCULA;RO através da corrente sanguinea e
sistema linfatico

EXTRAVASAMENTO: aderéncias entre as CTCs e as
células endoteliais nos capilares, e invasdo do tecido
adjacente. (ICAM-1 e INTEGRINA)

PROLIFERAGAO: CTCs se multiplicam num local
distante para formar pequenos tumores conhecidos
como micrometdstases.

COI.ONIZAQAO: crescimento de lesdes
micrometastdticas transformando-se em tumores
macroscopicos

Metdstase Cerebral, Metdstase linfonodal,
Metastase Ossea (VCAM-1)

Figura 1. Etapas da metastase e moléculas de adesdo envolvidas nesses processos.
CTCs: células tumorais circulantes. ICAM-1: molécula de adesao intercelular-1. VCAM-1:

molécula de adesao vascular-1. Fonte: Préprio autor.

A metastase 6ssea do CaP € um importante problema clinico e € comumente
associado com dor intratavel, fratura patolégica, inclusive da medula espinhal. O
crescimento de células de CaP acelera ao entrarem no ambiente dsseo, sugerindo
que a presenca de fatores 6sseos estimulem a proliferacdo tumoral. A capacidade
de células tumorais interagirem com moléculas de adesdo (MACs) de células
especificas no endotélio, em parte, determina seu padrao de metastase (COOPER,;
PIENTA,2000).

As MACs séo divididas em quatro categorias principais: caderinas, integrinas,
selectinas e membros da superfamilia das imunoglobulinas. Elas medeiam o
processo de adesdo celular pelas interacdes célula-matriz ou célula-célula e agem
como mediadoras chave em uma variedade de processos, como motilidade celular,
integridade dos tecidos e a manutencdo da diferenciacdo tecidual. As caderinas
pertencem a uma familia de glicoproteinas transmembrana que medeiam a adeséao
intercelular célula-célula na presenca de célcio extracelular. S&o classificadas de
acordo com a estrutura e semelhancgas funcionais que compartilham. Atualmente,
existem cerca de 20 ou mais moléculas diferentes de caderina classificadas. As

caderinas mais estudadas sdo: E- (epitelial), N- (neural) e P- (placentaria). As
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integrinas sdo proteinas transmembranas formadas pela heterodimerizacdo de
subunidades alfa e beta. S&o responsaveis por realizarem a adesdo das células aos
componentes da matriz. Atualmente, existem, pelo menos, 18 subunidades alfa e
nove subunidades beta conhecidas. Essas subunidades formam um numero de
diferentes integrinas que formam os hemidesmossomas e complexos de adesé&o
focal, as duas principais estruturas de adesdo célula-matriz. As selectinas séo
carboidratos calcio-dependente e membros da familia de MACs de lectina celular.
Elas sdo encontradas em leucécitos, plaquetas e células endoteliais, bem como em
células tumorais. Elas também estariam envolvidas em ades&do tumoral a outras

células, como por exemplo, as células endoteliais (MASON et al., 2002).

A superfamilia de imunoglobulinas € uma colecao de glicoproteinas integrais
de membrana que possuem, pelo menos, um dominio “IG-like” em sua regido
extracelular, capaz de ligacéo heterofilica e/ou homofilica com integrinas e/ou entre
si. Esta familia inclui as MACs: molécula de adesao celular endotelial plaquetaria-1
(PECAM-1), VCAM-1, ICAM-1 entre muitas outras. (TEIXEIRA, 2018).

7

A PECAM-1 é um membro da superfamilia de imunoglobulinas que é
expressa na superficie das plaquetas circulantes, mondcitos, neutréfilos e
subconjuntos de células T selecionadas. E também um dos principais constituintes
da juncao intercelular das células endoteliais. (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

A VCAM-1 é uma glicoproteina transmembrana que medeia a adesdo de
linfécitos ou mondécitos ao endotélio vascular. A expressdao de VCAM-1 em células
cancerosas tem sido documentada como participante da regulacdo, progressao

tumoral e metastase 0ssea em alguns tipos de canceres (TAIl et al., 2014).

A ICAM-1 é um membro da familia de MACs intercelular constituida de cinco
membros, denominados de 1-5, que possuem um dominio extracelular com
repeticbes de imunoglobulina, um dominio transmembrana e um dominio
citoplasmatico. A expressdo de ICAM-1 foi observada nos macrofagos, endotélio
vascular e linfécitos e esta associada ao reconhecimento imunolégico do endotélio
exposto, bem como ao extravasamento celular. Sabe-se que a ICAM-1 se liga as -
integrinas, Mucin 1 (Mucl) e fibrinogénio, modulando, assim, as interacdes célula-
célula e célula-matriz celular (HALE; LI; LATHIA, 2012).

Tumorigénese e progressdo para a doenca metastatica sdo acompanhadas

por mudancas na expressdo de MACs. No entanto, os mecanismos envolvidos no
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processo de formacdo das metéstases séo distintos, assim como a participacao das
MACs nesse contexto. Normalmente ha perda de expressao de E-caderina e, por
outro lado, alteracdo e superexpressdao de moléculas como ICAM-1, VCAM-1 e E-

selectina nas doencas progressivas e metastéticas (LYNCH et al., 1997).

Estudos foram realizados em cultura de células a fim de caracterizar a
expressdo de MAC em linhagens de células de CaP (ROKHLIN; COHEN, 1995;
BRAYTON et al., 1998; DAVIES et al., 2000; SCOTT et al.2001). Rokhlin e Cohen
(1995), utilizando citometria de fluxo, examinaram a expressdao de MACs na
superficie de quatro diferentes linhagens celulares tumorais da prostata humana:
linhagem celular derivada de metéstase cerebral (DU 145); linhagem celular
derivada de metastase Ossea (PC 3); linhagem celular derivada de metastase
linfonodal (LNCaP) e linhagem celular derivada de carcinoma primario de prostata
(ND1). Os autores encontraram altos niveis de expressdo de ICAM-1 em trés das
quatro linhagens celulares da prostata, sendo negativo apenas para as células
LNCaP.

Segundo Brayton e colaboradores (1998), o uso de anticorpos anti-E-selectina
e anti-VCAM-1 causaram inibicao significativa de crescimento na linhagem ND1; no
entanto, a inibigdo n&o mostrou resultado significativo na linhagem DU145. O
blogueio da PECAM-1, ICAM-1 e ICAM-2 nao inibiram a ades&do de nenhuma das
linhagens de células tumorais. Estes resultados demonstram que as células
neoplasicas originadas de tumores primarios podem expressar diferentes

propriedades de adesdo quando comparadas as células de sitios metastéticos.

Posteriormente, Davies e colaboradores (2000) avaliaram duas linhagens de
células de CaP: as de baixo potencial invasivo (CAHPV10 e PZHPV7) e as de alto
potencial invasivo (DU-145, PC-3, LNCap). Os autores demonstraram expresséo de
PECAM-1 apenas nas linhagens invasivas, sugerindo que a expressao desta MAC

pode ter sido um fator contribuinte para o fenotipo mais agressivo.

Em relacdo a linhagem PC3, Scott e colaboradores (2001) desenvolveram um
sistema in vitro para estudar as caracteristicas da ligacéo desta linhagem celular. Os
autores demonstraram que o0s anticorpos dirigidos contra as MACs P-selectina e
VCAM-1 nado apresentaram efeito significativo no bloqueio da ligacdo de PC3 ao

endotélio da medula 6ssea.
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Ja no estudo de Tai e colaboradores (2014), foi demonstrado que a proteina
derivada de osteoblastos condicionados (WISP-1) estimula a migracdo e a
expressdo da VCAM-1 em células humanas de CaP (PC3 e DuU145).
Posteriormente, Chang e colaboradores (2018), também demonstraram que a
proteina WISP-1 aumentou a expressdo de VCAM-1 em células CaP e,
subsequentemente, promoveu a aderéncia de células cancerosas a osteoblastos.
Estes dados sugerem que a migracdo das células CaP através da via de

osteoblastos, ocorre por meio da regulacéo/ expressao VCAM-1.

Também tem sido investigado o envolvimento das selectinas no CaP e nas
metéstases. No estudo realizado por Glinskii e colaboradores (2005), os autores nao
encontraram correlacdo entre as selectinas e a presenca de metastase, ja que
anticorpos bloqueadores direcionados contra E-selectina, L-selectina e P-selectina

nao inibiram a formacéo de depdsitos metastaticos subpleurais em ratos.

Posteriormente, Gakhar e colaboradores (2013) analisaram a expresséo, por
imunofluorescéncia indireta, de E-selectina em 31 amostras de CTCs de pacientes
com CaP e verificaram que as CTCs se ligam e interagem de forma estavel com a E-
selectina, demonstrando envolvimento desta molécula com o processo de
metastase. Além disso, as amostras coletadas durante a progressdo da doenca
demonstraram significativamente mais interacdes CTCs / E-selectina do que as

amostras durante os periodos de resposta terapéutica.

Apenas dois estudos avaliaram os niveis séricos de MACs em homens com
CaP (Lynch et al.,, 1997; Perabo et al., 2001). Lynch e colaboradores (1997)
avaliaram pacientes com HPB, CaP ap0s o tratamento e homens saudaveis. Os
grupos nao diferiram quanto aos niveis séricos de ICAM-1 e E-selectina. Os niveis
de VCAM-1 foram significativamente elevados em pacientes com HBP e pacientes
com CaP quando comparados a controles. Ja Perabo e colaboradores (2001)
examinaram 237 pacientes com cancer urologico, sendo 87 pacientes com CaP e 41
pacientes com HPB, bem como 42 controles saudaveis. Nao houve diferenca nos
niveis séricos de MACs entre pacientes com CaP e controles. Em pacientes com
CaP metastatico, os niveis séricos de ICAM-1 e VCAM-1 mostraram uma tendéncia
a correlacionar-se com a extensao da metastase, embora ndo houvesse diferenca
estatistica entre pacientes com uma uUnica lesdo metastatica e pacientes com

multiplas lesdes.
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1.2 Inibidor Do Ativador Do Plasminogénio Tipo 1 (PAI-1)

O PAI-1 é o mais potente inibidor fisioldgico das quinases-ativadoras da
plasminogénese: uroquinase (UPA) e ativador de plasminogénio tecidual (tPA). E
essencial para a manutencdo do equilibrio fisioldgico entre a coagulacdo e o0s
sistemas de fibrindlise in vivo. A expressdo anormal de PAI-1 é encontrada em
muitas doencas e desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de
cancer. A uPA desempenha um papel fundamental na migracéo e invasividade de
células tumorais, determinando o aumento da atividade do plasminogénio e iniciando
a cascata de protedlise que leva a degradacao de ligacfes entre proteinas da matriz
extracelular e perda de ligagbes intercelulares. O PAI-1 suprime diretamente a
atividade proteolitica da uPA e reduz consideravelmente a meia-vida desta proteina,
diminuindo as chances de metastases (CHOROSTOWSKA-WYNIMKO et al., 2010)
(Figura 2).

fibrinogénio

trombina

plasminogénio

uroquinase fibrina

X plasmina

o Produtos de degradacéo

da fibrina

Ativac@o de metaloproteases

Figura 2. Regulacédo do Inibidor do Ativador do Plasminogénio tipo-1 (PAI-1) no sistema do

plasminogénio e atividade fibrinolitica. Adaptado de Jorgenson et al. (2007)

Até a presente data, poucos estudos avaliaram o envolvimento do PAI-1 no
CaP e nas metastases. Alguns estudos tém avaliado o PAI-1 em cultura de células
de CaP e no plasma sanguineo e os resultados tem sido discordantes.(JAKUN et
al., 2007; CHEN et al., 2008; SHARIAT et al., 2007; KUMANO et al., 2009; GONDEK
et al., 2014; SERAFIN et al., 2018.)
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Estudos realizados em modelos animais demonstraram que a expressao de
PAI-1 por células prostaticas malignas resultam em um fend6tipo menos agressivo do
atividade de uPA (SOFF et al.,, 1995; CHEN et al., 2008). No entanto, outros
estudos, realizados em cultura de células demonstraram, como efeito do PAI-1, um
descolamento de células, o que poderia estar relacionado a disseminacao de células
cancerosas in vivo, além de que a adicdo de PAI-1 a cultura de células tumorais
inibia a apoptose, fazendo com que ocorresse disseminagdo do tumor (KWAAN et
al., 2000; JAKUN et al., 2007).

Estudos em humanos também tém apresentado resultados controversos.
Shariat e colaboradores (2007) demonstraram que pacientes com CaP que
apresentavam baixos niveis plasmaticos de PAI-1 no pré-operatério foram
positivamente associados com a recorréncia bioquimica, demonstrada pelo aumento
dos niveis de PSA total. J& em 2009, Kumano e colaboradores avaliaram, por
imunohistoquimica, tecidos prostaticos pds prostatectomia de pacientes virgens de
tratamento e demonstraram que pacientes com forte expressao de PAI-1 tiveram
desfechos bioquimicos desfavoraveis em comparacdo com aqueles com fraca
expressdo. No entanto, Gondek e colaboradores (2014) ndo encontraram diferenca
significativa nos niveis plasmaticos de PAI-1 em pacientes com CaP quando
comparados a HPB. Posteriormente, Serafin e colaboradores (2018) demonstraram
ainda, maiores niveis plasmaticos PAI-1 em pacientes com CaP do que em controles
saudaveis. Embora esses resultados sejam conflitantes, deve-se destacar a
dificuldade em comparar esses resultados uma vez que os delineamentos destes

estudos, a fase da doenga e a abordagem metodolégica diferem consideravelmente.

A razdo uPA/PAI-1 tem sido avaliada como indicador de CaP. Bohm e
colaboradores (2013) encontraram aumento significativo da razdo uPA/PAI-1 em
tecido 16 pacientes CaP em relagdo aos 46 pacientes do grupo HPB.
Posteriormente, outro estudo avaliou 70 pacientes com CaP em comparacdo a 30
pacientes com HPB e também demonstrou aumento desta relacdo com tendéncia a
ser maior em pacientes mais velhos (AKUDUGU; SERAFIN; BOHM, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Até o presente momento, poucos estudos avaliaram as MACs e o PAI-1, e
nenhum deles avaliou, concomitantemente, o perfil plasmatico destas moléculas em
pacientes com CaP. Nao esta bem estabelecido o envolvimento conjunto destas
moléculas no desenvolvimento de metastases e na estratificagdo do risco para
metastase no CaP. As MACs e o PAI-1 desempenham um papel crucial na invaséo e
disseminacdo da doenca; portanto, compreender esse processo se faz necessario
para definir biomarcadores capazes de prever o comportamento biolégico dos
tumores de préstata.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi determinar os niveis plasmaticos das MACs e do
PAI-1 e associd-los com a presenca de metastases e a estratificacdo de risco para

desenvolvimento de metastase em pacientes com CaP.

3.2. Objetivos Epecificos

- Comparar o perfil de MACs (VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1, E-selectina e P-
selectina) em pacientes com CaP e homens saudaveis (controles);

- Avaliar os niveis plasmaticos de PAI-1 em pacientes com CaP e controles;

- Comparar marcadores inflamatorios em pacientes com CaP na presenca ou

ndo de metastase e individuos saudaveis;

BN

- Determinar se o PAI-1 e as MACs estdao associados a presenca de

metastases;

- Determinar a associacao do PAI-1 e das MACs com a estratificacdo de risco

para metastase no CaP;

- Comparar marcadores inflamatérios de acordo com a estratificacdo de risco

para metastase em pacientes com CaP e individuos saudaveis.
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4. SUJEITOS E METODOS

4.1 Delineamento e Amostragem

Este € um estudo observacional, prospectivo, do tipo caso-controle em que
foram selecionados 213 homens, com idade entre 30 a 90 anos, sendo 149
pacientes com diagnostico de CaP recrutados pelo Ambulatério de Urologia do
Hospital do Cancer de Londrina e 64 homens livres da doenca (grupo controle)
selecionados entre pacientes que compareceram para 0 exame preventivo de rotina
em consultério particular. Os participantes do grupo controle deveriam apresentar
volume prostatico inferior a 30 g determinados pela ultrassonografia transabdominal,
exame de toque retal sem alteracGes e PSA total < 1,5 ng/mL. O diagndstico de CaP
foi estabelecido por biopsia da prostata. Os pacientes CaP apresentavam diferentes
tipos de tratamento no momento da coleta: quimioterapia (n=16, 11%), radioterapia
(n=16, 11 %), hormonioterapia (n=37, 27%), tratamentos combinados: radioterapia e
hormonioterapia (n=3, 2%); quimioterapia e radioterapia (n=4, 3%). Os
medicamentos utilizados como antineoplasicos foram: docetaxel e bicalutamida;
como hormonioterapia foram administrados os seguintes medicamentos: acetato de
leuprorrelina, acetato de abiraterona, enzalutamida, acetato de ciproterona e
gosserrelina. Alguns individuos, ainda, estavam em uso de acido zoledrdnico,
utilizado como inibidor da reabsor¢cdo Ossea. Todos os participantes foram
submetidos a uma avaliacdo clinica por um médico urologista. Os individuos
responderam a um questionario padrdo do estudo para avaliagdo dos dados
antropometricos e clinicos.

Foram excluidos o0s participantes que faziam uso de suplementos
antioxidantes e com presenca de doengas autoimunes e infecciosas, historia prévia
de outros canceres e doenca renal cronica dialitica. Informacges sobre habitos de
vida e uso medicamentos foram obtidas em uma avaliagdo clinica com médico
urologista. A presenca de SM foi definida seguindo o critério de Adult Treatment
Panel Il (ATP 1lI), no qual SM é a presenca de trés ou mais dos seguintes critérios:
1) circunferéncia abdominal maior que 94 cm; 2) niveis de triglicerideos maior ou
igual a 150 mg/dL; 3) lipoproteina de alta densidade (HDL) abaixo de 40 mg/dL; 4)
pressao arterial acima de 130/85 mmHg (ou uso de medicamento antihipertensivo) e;
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5) niveis de glicemia maior ou igual a 100 mg/dL (ou uso de medicamento
hipoglicemiante) (GRUNDY et al., 2006).

Posteriormente, o grupo CaP foi subdividido em presenca ou auséncia de
metastase, que foi definida pelo aumento de PSA, associado ou ndo aos exames de
imagem, e também de acordo com a classificacdo de risco de recorréncia da doenca
apos tratamento, de acordo com o NCCN, o qual subdivide os pacientes, de acordo
com o Gleason, pontuacdo TNM e os niveis de PSA total, em 6 grupos: 1- muito
baixo risco; 2- baixo risco; 3- médio risco; 4- médio alto risco; 5-alto risco; 6- muito
alto risco (NCCN, 2018). No presente estudo, os pacientes foram agrupados em:
baixo risco (grupos 1 e 2), risco intermediario (grupo 3 e 4) e alto risco (grupos 5 e
6).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CAAE: 56182916.7.0000.5231). O

termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os individuos.

4.2. Medidas antropométricas

Peso corporal foi medido anteriormente a coleta de sangue, usando uma
balanca eletrbnica com acuracia de 0,1 kg, na qual os pacientes usavam roupas
leves estavam descalcos; altura foi medida com um estadidémetro de preciséo de 0,1
cm. indice de massa corporal (IMC) foi calculado como peso (kg) dividido pela altura
(m) ao quadrado. Circunferéncia abdominal foi medida com uma fita métrica na

regido entre a ultima costela e a crista iliaca sempre na posicéo ortostatica.

4.3 Analises Laboratoriais

As amostras de soro e plasma foram obtidas a partir da centrifugacdo de
sangue total do paciente, obtido em tubo de coleta sem anticoagulante ou com
anticoagulante EDTA, respectivamente, por 15 minutos a 3.000 rpm para separacao

e foram aliquotadas e armazenadas a -80°C até a realizagéo dos testes.

A determinacdo de PSA total, PSA livre e ferritina foi realizada por
guimioluminescéncia em microparticulas no equipamento Architect (CMIA; Architect,
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). Os niveis séricos de Proteina C Reativa

(PCR) foram determinados por turbidimetria de alta sensibilidade em equipamento
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Architect (C8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). Os valores de leucdcitos
totais e plaquetas foram obtidos em equipamento hematol6gico (BC-6800, Mindray,
Shenzhen, China) e velocidade de hemossedimentacdo (VHS) foi realizada em

equipamento automatizado (Testel, Alifax, Polverara, Italia).

A dosagem das MACs (PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, P-selectina e E-

selectina) e do PAI-1 foi realizada por imunofluorimetria utilizando conjunto e

reagentes multiplex pela plataforma Luminex® (Human Magnetic Adhesion 6-Plex

Panel; Novex, Life Technologies, Frederick, USA).

4.4 Andlise Estatistica

Os dados categoricos foram avaliados pelo teste de qui-quadrado. Para
verificar a distribuicdo dos dados foi utilizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Para avaliar a homogeneidade das variancias foi utilizado teste de Levene. Dados
gue nado apresentaram distribuicdo normal ou homogeneidade das variancias foram
transformados em logaritmo natural (Ln) e retestados. Os dados paramétricos foram
avaliados pelo teste de analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Bonferroni.
Os dados foram expressos como média zdesvio padrdo (DP). Dados néo
paramétricos foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.
Os dados foram expressos como mediana e interquartis (25%-75%). Diferenca
estatistica foi considerada quando p <0,05. Para determinar associacdes, foi
realizada a regressao logistica multinomial. Foram incluidas nos testes de regressao
logistica as variaveis que apresentarem valor de p<0,1 na andlise univariada, odds
ratio (OR) e intervalo de confianga (IC) de 95% foram demonstrados. Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa estatistico SPSS verséo 20.0 (IBM
EUA).

5. RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertagcdo foram apresentados e discutidos no artigo
cientifico intitulado “Cell adhesion molecules in patients with prostate cancer:
association with the presence of metastasis” que sera submetido a periédico

cientifico Clinical and Translational Oncology (Fator de Impacto: 2.392).
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ABSTRACT

Background: Prostate cancer (PCa) is the most frequent prostatic diseases in aging
men. Cell adhesion molecules (CAMs) play a crucial role in metastasis processes.
Abnormal expression of plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1) is related to
cancer. Objective: To determine the profile of CAMs and PAI-1 and associate them
with the presence of metastasis and risk stratification for metastasis in PCa.
Subjects and Methods: 149 patients with PCa, without metastasis (Met-,n=108) and
with metastasis (Met+,n=41) and 64 controls. Further, PCa group were subdivided
according to the risk stratification following the National Comprehensive Cancer
Network Guidelines: low risk (n=28); intermediate risk (n=41); high risk (n=77).
Plasma levels of platelet endothelial cell adhesion molecule-1(PECAM-1), vascular
cell adhesion molecule-1(VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1(ICAM-1), E-
selectin, P-selectin and PAI-1 were measurement. Results: PCa Met+ were
significantly distinguished from controls by decreased PECAM-1 (p=0.029; OR:1.000;
95%CI:0.999-1.000) and PAI-1 (p=0.020; OR:1.000; 95%CI:1.000-1.000); and
differed from PCa Met- by decreased VCAM-1 (p=0.043; OR:1.000; 95%CI:1.000-
1.000). Levels of P-selectin (p=0.031; OR:1.000; 95%CI:1.000-1.000) and PAI-1
(p=0.017; OR:1.000; 95%CI: 1.000-1.000) decreased between PCa Met- when
compared to controls. These results were adjusted by age, inflammation, prostate
size and presence of MetS. Levels of PECAM-1 among the high risk group were
lower than the intermediated risk (p=0.039; OR:1.000; 95%CI:1.000-1.000). These
results were adjusted by age and inflammation. Conclusion: VCAM-1 may be differ
metastatic PCa, independently of age, prostate size, presence of MetS, and
inflammation. PECAM-1 may be differentiate patients with high risk for metastasis

from those with intermediate risk, independently of age and inflammation.

Key Words: Prostate Cancer, Cell Adhesion Molecules, Plasminogen Activator
Inhibitor-1 (PAI-1), Metastasis, VCAM-1, PECAM-1.

Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most frequent prostatic disease in aging men.
The incidence of distant disease in PCa has, in fact, decreased over the last few
years as a result of screening men >50 years, that consequently influences the
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mortality rate [1]. Cancer metastasis is the culmination of a complex series of steps:
cell chemotaxis, cell adhesion, and selective tumor growth; where the cancer cells
degrade the extracellular matrix allowing these cells to break down the primary tumor
barrier and move into circulation and subsequent trafficking to and colonization of
distant tissues [2].

Cell adhesion molecules (CAMs) are a complex network of protein and
carbohydrate molecules that mediate cell-cell and cell-matrix interactions in organ
development, proliferation, differentiation, tumor invasion, and play a crucial role in
metastasis processes. CAMs include endothelial adhesion molecules, such as
Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), Vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1), Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), selectins (E-
selectin and P-selectin), and integrins [3].

Decrease expression of E-selectin and VCAM-1 caused significant inhibition of
growth in the cell line derived from primary prostate carcinoma [4], whereas
increased levels of VCAM-1 [5,6], ICAM-1 [7], and PECAM-1 [1] are associated with
brain and bone metastasis, as well as a more aggressive tumor phenotype.

Plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) is the most potent physiological
inhibitor of plasminogen- activating kinases such urokinase (uPA), and tissue
plasminogen activator (tPA). It is essential for the maintenance of physiological
balance between the coagulation and fibrinolysis systems in vivo. Abnormal PAI-1
expression is found in many diseases and plays a key role in the development of
cancer. PAI-1 directly suppresses the proteolytic activity of uPA and considerably
reduces the half-life of this protein, thus decreasing the chances of metastasis [8].

Previous observations had paradoxically shown that the expression of PAI-1 in
PCa predicted remission or progression of cancer. Some authors have shown that
the expression of PAI-1 is associated to less aggressive cancer and to inhibit tumor
growth [9,10], whereas others reported that PAI-1 inhibits apoptosis and could be
related to the spread of cancer cells [11,12]. Therefore, patients with strong
expression of this protein have unfavorable biochemical outcomes [13, 14]. Those
findings suggest that soluble CAMs and PAI-1 could be important biomarkers to
monitor the recurrence of PCa and predict its behavior. However, to date, scarce
information is available about the association between CAMs and PAI-1 plasma
levels in patients with PCa. In addition, previous studies evaluate CAMs isolated and

not determinate a profile from patients with PCa. Thus, the aim of this study was to
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determine the profile of CAMs and PAI-1 in PCa patients and to associate them with
the presence of metastasis and the different degrees of risk for metastasis in this

disease.

Subjects and Methods
Participants

This is a prospective case-control study that consisted of 213 subjects with
age from 30 to 90 years, 149 patients with PCa diagnosed at the Uro-oncology clinic
of the Cancer Hospital of Londrina and 64 healthy volunteers (control group).
Patients included in this study were diagnosed with PCa based on histological
evaluation (positive prostate biopsy). Patients presented different types of treatment
at the time of collection: chemotherapy (n=16, 11%), radiotherapy (n=16, 11%),
hormone therapy (n=37, 27%), combined treatments radiotherapy and hormone
therapy (n=3, 2%); chemotherapy and radiotherapy (n=4, 3%). Ethnicity was self
reported as caucasian and not caucasian. The participants in the control group
should have prostate volume up to 30 cm?® (measured by transabdominal ultrasound)
and PSA total < 1.5 ng/mL. The exclusion criteria were use of anti-inflammatory
drugs, use of antioxidant supplements, presence of inflammatory diseases and/or
acute or chronic infectious, prior history of other cancers and dialitic kidney failure.
PCa group was subdivided in two groups: without metastasis (Met-, n=108) and with
metastasis (Met+, n=41), based on image exams. Further, PCa groups were
subdivided according to the risk stratification of the National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) Guidelines [15]: Group A (n=28): very low and low risk; group B
(n=41): favorable and unfavorable intermediate risk group; Group C (n=77): high and
very high risk group.

Informed consent was given by all the subjects included in this work. The
Human Ethics Committee from the State University of Londrina approved the protocol
number: CAAE 56182916.7.0000.5231.

Anthropometric measurements

Body weight was measured prior to blood collection, using electronic scales
accurate to 0.1 kg, with patients wearing light clothings and no shoes; height was
measured to a precision of 0.1 cm using a stadiometer. Body mass index (BMI) was

calculated as weight (kg) divided by height (m) squared. Waist circumference (cm)
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was measured with a soft tape in the region between the last rib and the iliac crest,
always in the orthostatic position.

Laboratory analysis

Peripheral blood samples were collected with EDTA as anticoagulant and
without anticoagulant after fasting for 12 h. All of the samples were immediately
centrifuged at 30009 for 15 min, and the plasma and sera aliquots, respectively, were
stored in the -80°C until use. The samples were consecutively identified by number to
guarantee confidentiality. Serum levels of ferritin, free PSA (fPSA) and total PSA
(tPSA) were determined using a chemiluminescent microparticle immunoassay
(CMIA; Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). Serum levels of C-
reactive protein (CRP) were determined by high sensitive turbidimetry (C8000, Abbott
Laboratory, Abbott Park, IL, USA). The values of total leukocytes and platelets were
obtained by reading in hematological equipment (BC-6800, Mindray, Shenzhen,
China) and erythrocyte sedimentation rate (ESR) was performed in automated

equipment (Testel, Alifax, Polverara, Italia).

Metabolic Syndrome (MetS) was defined following the Adult Treatment Panel
[ criteria, where MetS is present if three or more of the following five criteria are met:
1) waist circumference over 94 cm; 2) fasting triglyceride levels greater than or equal
to 150 mg/dL; 3) high density lipoprotein (HDL) lower than 40 mg/dL; 4) blood
pressure over 130/85 mmHg (or antihypertensive medication use) and; 5) fasting
glucose levels greater than or equal to 100 mg/dL or the use of hypoglycemic
medication [16] .

CAMs and PAI-1 measurement
Plasma levels of PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, E-selectin, P-selectin and PAI-

1 were determined by immunofluorimetric assay using Luminex® platform (Human

Magnetic Adhesion 6-Plex Panel; Novex, Life Technologies, Frederick, USA).

Statistical analysis

Categorical variables were evaluated using the chi-square test and the data
were expressed in absolute number (%). To verify the distribution of the data, a
Shapiro-Wilk normality test was used. To evaluate the homogeneity of the variances,

a Levene test was used. Data that did not show normal distribution or homogeneity of
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the variance were transformed into natural logarithm (Ln) and retested for normality.
Parametric data were evaluated by the analysis of variance (ANOVA) with post test
of Bonferroni. Data were expressed as mean = Standard deviation (xSD). Non-
parametric data were assessed by the Kruskal-Wallis test with Dunn's post test. Data
were expressed as median and interquartile range (25%-75%). The variables that
presented in the univariate analysis p<0.10 were included in the multivariate logistic
regression model. Odds ratio and confidence interval were calculated. Statistical
difference was considered when p <0.05. All statistical analyzes were analyzed using
statistical software SPSS version 22.0 (IBM, USA).

Results

The characteristics of PCa patients Met+ and Met- are presented in Table 1.
The individuals did not differ in ethnicity (p= 0.483), but PCa patients are older than
control group (p<0.001). PCa Met+ patients has higher frequency of MetS when
compared control group (p=0.025). PCa Met+ showed increased levels of CRP
(p=0.007), ESR (p<0.001) and number of platelets (p=0.027) when compared to
control group. PCa Met+ showed increased ESR value when compared with PCa
Met- (p<0.001) and control group (p<0.001). As expected, levels of tPSA and
prostate size were significantly higher in the PCa patients when compared to controls
(p<0.001). In addition, PCa Met+ had higher levels of fPSA when compared to PCA
Met- (p=0.005) and control group (p=0.004). Therefore, PCa groups also differ about
fPSA (p<0.001).

PCa Met+ and PCa Met- groups showed decreased of PECAM-1 (p<0.001,
p=0.011) when compared to control group, respectively. In addition, PCa Met+ also
demonstrated decreased levels of PECAM-1 (p<0.001) when compared to PCa Met-.
Therefore, VCAM-1 (p<0.001, p<0.001), ICAM-1 (p<0.001, p=0.005), P-selectin
(p<0.001, p<0.001) and E-selectin (p<0.001, p<0.001) levels were lower among PCa
Met+ than control group and PCa Met-, respectively (Table 1). Plasma levels of PAI-1
were decreased among PCa Met- and PCa Met- (p<0.001, p<0.001) when compared
control group, respectively; and PCa Met- when compared PCa Met+ (p=0.018)
(Figure 1).

The Table 2 shows the outcome of a multinomial logistic regression analysis

with the two groups of PCa patients and controls as dependent variable and age,
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MetS, CRP, ESR, leukocytes, platelets, prostate size, CAMs, and PAI-1 as
explanatory variables. PCa Met+ were significantly distinguished from controls by
increased ESR (OR: 1.260, 95% CI. 1.014-1.566, p=0.037) and decreased of
PECAM-1 (OR: 1.000, 95% CI: 0.999-1.000, p=0.029) and PAI-1 (OR: 1.000, 95%
Cl: 1.000-1.000, p= 0.020). PCa Met+ differ from PCa Met- by increased ESR (OR:
0.906, 95% CI: 0.842-0.975, p= 0.008) and decreased of VCAM-1 (OR: 1.000, 95%
Cl: 1.000-1.000, p=0.043). Prostate size was significantly higher among PCa Met+
versus PCa Met- (OR: 0.881, 95% CI: 0.785-0.988, p=0.031) and control groups
(OR: 1.999, 95% CI: 1.279-3.126, p=0.002). Levels of P-Selectin (OR: 1.000, 95%
Cl: 1.000-1.000, p= 0.031) and PAI-1 (OR: 1.000, 95%CI: 1.000-1.000, p=0.017)
decreased significantly among PCa Met- when compared to control group. After
inclusion of the treatment in the regression models, the results remained significant.

When patients were divided according to the risk stratification for metastasis
(Table 3), we found that whose presented high risk are older (p=0.001) than those
with low risk but did not differ in ethnicity (p=0.975) and MetS frequency (p= 0.180).
According to inflammatory parameters, total leukocytes (p=0.05) and ferritin
(p=0.789) did not differ among the three groups, although plasma levels of CRP and
ESR were increased in group high risk for metastasis when compared with low
(p=0.003; p<0.001) and intermediate (p=0.007; p<0.001) risk, respectively. There
was no significant difference in serum levels of tPSA (p= 0.432), fPSA (p=0.098),
prostate size (p=0.139) and platelets count (p=0.865) among groups. Patients with
was high risk for metastasis showed decreased serum levels of PECAM-1 (p<0.001),
VCAM-1 (p=0.005), P-Selectin (p=0.009) and E-Selectin (p=0.024) when compared
with intermediated risk, and decreased serum levels of PECAM-1 (p=0.014), when
compared with those with low risk. However, no significant difference was observed
in serum levels of ICAM-1 among groups (p=0.436). Serum levels of PAI-1 were
lower in high risk patients when compared to intermediate risk for metastasis
(p=0.007) (Figure 2).

The Table 4 shows the outcome of a multinomial logistic regression analysis
with the groups of PCa patients divided according to the risk stratification for
metastasis as dependent variable and age, CRP, ESR, leukocytes, CAMs, and PAI-1
as explanatory variables. Patients classificated as low risk for metastasis are younger
than those with intermediated risk (OR: 1.107, 95%CI: 1.023-1.198, p=0.012) but did

not differ from those with high risk. Patients classificated as high risk for metastasis
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showed higher levels of ESR when compared with those with low risk (OR: 1.075,
95%CI: 1.013-1.140, p=0.017) and intermediated risk (OR: 0.935, 95%CI: 0.897-
0.974, p=0.001). Levels of PECAM-1 into high risk group were lower than
intermediated risk (OR: 1.000, 95%CI: 1.000-1.000, p=0.039). PAI-1 was not
associated with risk stratification for metastasis. After inclusion of the treatment in the

regression models, the results remained significant.

Discussion

The main finding of the present study was that CAMs were associated with
metastasis, independently of age, MetS, prostate size, and inflammation. PECAM-1
was able to differ patients with PCa Met+ from control group while P-selectin differs
PCa Met+ from PCa Met- and control. In addition, low levels of VCAM-1 can
discriminate PCa Met+ from PCa Met-. Furthermore, low levels of PAI-1 can
distinguish PCa Met+, Met- and healthy individuals. In addition, this study showed
that CAMs were associated with risk stratification for metastasis independently of age
and inflammation. Patients classified as high risk for development of metastasis could

be differentiated from patients with intermediated risk through the levels of PECAM-1.

In the present study, PCa Met+ patients demonstrated lower levels of PECAM-
1 than controls. There is no study that evaluated PECAM-1 in plasma. However, a
previous study performed on cell culture showed expression of PECAM-1 only in
invasive strains, suggesting that the expression of this CAM may been a contributing

factor for the more aggressive phenotype of PCa [1].

Previous studies showed association between ICAM-1 and VCAM-1 in PCa
patients. [3,17]. According to VCAM-1, our data demonstrated that PCa Met+
patients showed lower VCAM-1 plasma levels when compared with PCa Met-.
Previous studies demonstrated increased VCAM-1 expression in human PCa cells,
suggesting that the increase of this CAM promotes the migration of PCa cells through
the osteoblast pathway [5,6]. In addition, a study [17] evaluated the serum levels of
CAMs by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and VCAM-1 levels did not
differ between PCa patients and controls. We did not find difference in ICAM-1
plasma levels between PCa patients and control groups. Our data are in agreement
with Perabo et al. (2001) that also demonstrated that ICAM-1 not differ between PCa

patients and controls. However, another study [7] demonstrated elevated ICAM-1
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serum levels in three prostate cell lines, such as cell line derived from cerebral
metastasis (DU 145), cell line derived from bone metastasis (PC 3) and cell line
derived from primary prostate carcinoma (ND1). In relation to P-selectin, its levels
were significantly reduced in serum from PCa Met- patients when compared to
control group. However, previous studies did not find significant differences on
inhibition of metastasis in bone cell lines through the use of antibodies directly
against the P-selectin [18] and no correlation was found between the selectin and

murine pleural metastases [19].

Therefore, we hypothesize that CAMs expression could be increased in tissue
whereas the free fraction, represented by plasma levels is decreased in PCa
patients. It is possible that plasma levels do not reflect the tissue expression of MACs
of patients with PCa Met+. However, the decrease in plasma levels may accurately
reflect the participation of MACs in the metastatic process. It is important to
emphasize that the measurement of plasma levels of MACs is a less invasive method
than the obtaining of prostatic tumor tissue and allows the evaluation of the tissue
expression of MACs. In addition, those discrepancies in the results may be explained
by difference in study design and methodology used.

Regarding the role of PAI-1 in the pathophysiology of PCa, there have been
conflicting results. Our data showed that plasma levels of PAI-1 in PCa Met+ and
PCa Met- were lower than in control group. While a study [20] demonstrated elevated
levels of PAI-1 in PCa patients, other studies performed on cell culture showed that
expression PAI-1 result in a less aggressive phenotype tumor [9,10]. In addition, PAI-
1 directly suppresses the proteolytic activity of uPA and significantly reduces the half-
life of this protein, thus decreasing the chances of metastasis [8]. The possible
explanation for these conflicting results could be that three different sample types
were used: prostate resection tissue, needle biopsies, and plasma.

We also evaluated biomarkers involved in stage of risk for metastasis.
Although PSA was widely used as a biomarker for screening of PCa, it does not
distinguish the different degrees of risk for development of metastasis in PCa.

To date, to our knowledge, only one study [17] compared the serum levels of
CAMs according to stage T, stage N, tumor grade, and extent of metabolism in the
control group and patients with PCa. The authors demonstrated that the elevated
ICAM-1 and VCAM-1 serum levels are not stage dependent; on the contrary, they

demonstrate a wide range and highly variable throughout the different stages.
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Differently from these authors, we demonstrated that decreased PECAM-1 plasma
levels could differ patients with high risk for metastasis from patients with
intermediate risk, independently of age and inflammation. Serum levels of PAI-1 were
lower in high risk patients when compared to intermediate risk; however after logistic
regression, the values do not remained statistical significant. However, there are no
studies that had evaluated PAI-1 according to risk stratification for metastasis in PCa.

The main limitation of the present study is the cross-sectional design, which
does not allow make inferences on causal relationships. However, it has some

strength, such as the fact that CAMs and PAI-1 were evaluated with a Luminex®

platform, a more sensitive methodology than ELISA, as reported in previous studies.
Furthermore, this study used a robust multivariate statistical approach, which allows
controlling for many possible confounding variables including age, prostate size,
MetS, and inflammation.

In conclusion, our data demonstrated that PECAM-1, P-selectin, and PAI-1
play an important role in pathophysiology of PCa, but only VCAM-1 may be differ the
presence of metastasis, independently of age, prostate size, MetS, and inflammation.
In relation to risk stratification for metastasis, only PECAM-1 could be used to predict
patients with high risk for metastasis from patients with intermediate risk,
independently of age and inflammation. This is a first study to evaluated CAMs profile
in PCa patients according to the presence of metastasis and risk stratification for
development of metastasis. More studies in vivo are necessary to investigate the

complex involvement of CAMs profile and PAI-1 in cancer and metastasis process.
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Table 1. Characteristics of prostate cancer patients with (PCa Met+) and without metastasis (PCa Met-) and healthy
controls (HC)

Qui-Square Test. Data are expressed as absolute number (%). ANOVA with post hoc Bonferroni.. Data are expressed as mean (+SD). Kruskal-Wallis Test com
post-hoc of Dunn. Data are expressed as median (25%-75%). C: Caucasian; NC: not Caucasian; N: No; Y:Yes; MetS: Metabolic Syndrome; CRP: C-reactive
protein. ESR: erythrocyte sedimentation rate. tPSA: Prostate-Specific Antigen Total. fPSA: Prostate-Specific Antigen Free. PECAM-1: Platelet endothelial
cell adhesion molecule; VCAM-1: Vascular cell adhesion protein 1; ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1; PAI-1: plasminogen activator inhibitor type-1.

Characteristics HC (A) PCa Met- (B) PCa Met+ (C) P value AxB Ax B
n=64 n=108 n=41 C X

C

Ethinicity (C/NC) 57 (89.0) /7 (11.0) 84 (77.7)/24 (22.3) 33 (80.4)/8 (19.6) 0.483 NS NS N
(%) S
Age (year) 49 (45-57) 66 (59-70) 67 (62-75) <0.001 <0.001 <0. N
001 S

MetS (N/Y) (%) 44 (68.7)/20 59 (54.6)/49 (45.4) 19 (46.3)/22 (53.7) 0.058 NS 0.02 N
(31.3) 5 S

CRP (mg/L) 1.750 (1.0-5.1) 1.80 (0.8-4.2) 4.15 (1.45-6.9) 0.009 NS 0.00 N
7 S

ESR (mm/hr) 9 (5-14) 15 (8-28) 38 (27-64) <0.001 0.010 <0. <0
001 .0

01

Leukocytes 6724 (2019) 6407 (1801) 7836 (2481) 0.001 NS 0.02 <0
(cells/uL) 2 .0
01

Platelets (mil/uL) 230 (206-265) 212 (182-246) 239 (206-297) 0.012 NS 0.02 N
7 S

Ferritin (ug/L) 224.4 (123.0- 215.1(141.8-343.3)  223.7 (127.3-538.7) 0.496 NS NS N
384.7) S

tPSA (ng/mL) 0.626 (0.423- 5.60 (0.535-9.005)  14.01 (0.807-60.100) <0.001 <0.001 <0. N
0.936) 001 S

fPSA (ng/mL) 0.183 (0.131- 0.445 (0.107-0.943) 1.857 (0.178-10.466) <0.001 0.004 <0. O.
0.267) 001 00

5

Prostate Size (g) 20 (20-30) 40 (30-40) 40 (40-55) <0.001 <0.001 <0. N
001 S

PECAM-1 49489.6 18578.9 15581.9 <0.001 0.011 <0. <0
(pg/mL) (38853.9-57745.7)  (13827.0-46361.1) (14037.0-17922.2) 001 .0
01

VCAM-1 (pg/mL) 1033270.1 471590 408573.8 <0.001 NS <0. <O
(751790.9- (329956.9-86246.8)  (328999.7-518411.1) 001 .0

1563851.2) 01

ICAM-1 (pg/mL) 272757.5 131466.3 70828.1 <0.001 NS <0. O.
(94882.1- (42957.7-418744.6)  (32605.1-204269.5) 001 00

2040131.6) 5

P-SELECTIN 120582.1 62611.4 46382.1 <0.001 0.020 <0. <0
(pg/mL) (86829.8- (38505.4-124020.4) (39831.7-57120.2) 001 .0
157457.5) 01

E-SELECTIN 244934.8 74837.5 66243 <0.001 NS <0. <O
(pg/mL) (174607.5- (48426.3-170910.4) (50806.4-74565.8) 001 .0
340815) 01
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Table 2. Multinomial Logistic regression analyses with prostate cancer patients divided into cancer with
metastasis (C), without metastasis (B), and health control (A) as dependent variables and age, metabolic
syndrome, CRP, ESR, Leukocytes, Platelets, Prostate size, Adhesion molecules and Plasminogen activator
inhibitor-1 as explanatory variables

Variables Wald for contrasts P value OR 95% CI
Age (year) A vs B: 3.085 0.079 1.276 0.972-1.676
Avs C: 1.077 0.299 1.168 0.871-1.567
Bvs C: 2.272 0.132 1.093 0.974-1.226
MetS (Y/N) Avs B: 2.347 0.126 19.802 0.434-903.204
Avs C: 2.372 0.124 26.741 0.408-1751.388
B vs C:0.120 0.729 0.741 0.136-4.042
CRP (mg/L) A vs B:2.086 0.149 0.863 0.706-1.054
Avs C:2.544 0.111 0.847 0.691-1.039
B vs C:0.588 0.443 1.018 0.973-1.065
ESR (mm/hr) Avs B:1.617 0.204 1.142 0.931-1.400
Avs C:4.340 0.037 1.260 1.014-1.566
B vs C:6.953 0.008 0.906 0.842-0.975
Leukocytes (cells/uL) A vs B:0.029 0.864 0.897 0.259-3.112
Avs C: 0243 0.622 0.709 0.181-2.781
B vs C:0.639 0.424 1.265 0.710-2.254
Platelets (mil/uL) Avs B:1.814 0.178 0.966 0.918-1.016
Avs C:1.813 0.178 0.964 0.915-1.017
B vs C:0.036 0.849 1.001 0.987-1.016
Prostate Size (g) A vs B: 6.595 0.010 1.761 1.143-2.711
Avs C:9.230 0.002 1.999 1.279-3.126
Bvs C: 4.674 0.031 0.881 0.785-0.988
PECAM-1 (pg/mL) Avs B: 2.856 0.091 1.000 1.000-1.000
Avs C:4.756 0.029 1.000 0.999-1.000
B vs C:1.879 0.170 1.000 1.000-1.000
VCAM-1 (pg/mL) Avs B: 0.133 0.715 1.000 1.000-1.000
Avs C:3.449 0.063 1.000 1.000-1.000
B vs C:4.109 0.043 1.000 1.000-1.000
ICAM-1 (pg/mL) Avs B: 1.689 0.194 1.000 1.000-1.000
Avs C:3.788 0.052 1.000 1.000-1.000
Bvs C:2.234 0.135 1.000 1.000-1.000
P-SELECTIN (pg/mL) A vs B: 4.659 0.031 1.000 1.000-1.000
Avs C:1.412 0.235 1.000 1.000-1.000
B vs C:0.818 0.366 1.000 1.000-1.000
E-SELECTIN (pg/mL) Avs B: 0.293 0.588 1.000 1.000-1.000
Avs C:0.510 0.475 1.000 1.000-1.000
B vs C:0.277 0.599 1.000 1.000-1.000
PAI-1 (pg/mL) A vs B: 5.689 0.017 1.000 1.000-1.000
Avs C:5.417 0.020 1.000 1.000-1.000
B vs C:0.340 0.560 1.000 1.000-1.000

A: healthy controls, B: prostate cancer without metastasis; C: prostate cancer with metastasis, OR: odds ratio, Cl confidence interval (lower-
upper limit), MetS: Metabolic Syndrome; Y/N: yes/no, CRP: C-reactive protein. ESR: erythrocyte sedimentation rate. PECAM-1: Platelet
endothelial cell adhesion molecule; VCAM-1: Vascular cell adhesion protein 1; ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1; PAI-1: plasminogen
activator inhibitor type-1.
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Characteristics Low Risk (A) Intermediate Risk (B) High Risk (C) P value AxB AxC BxC
n=28 n=41 n=77

Ethnicity (C/NC)(%) 22 (78.5)/6 (21.5) 33 (80.4)/8 (19.6) 60 (77.9)/17 (22.1) 0.975 NS NS NS

Age (year) 61 (8) 65 (7) 67 (8) 0.001 0.046  0.001 NS

MetS (N/Y) (%) 17 (60.7)/11 (39.3) 25 (60.9)/16 (39.1) 35 (45.4)/42 (54.6) 0.180 NS NS NS

CRP (mg/L)* 1.893 (1.647) 5.063 (13.272) 10.587 (25.177) <0.001 NS 0.003 0.007

ESR (mm/hr) 9 (5-15) 12 (7-23) 30 (20-54) <0.001 NS <0.001 <0.001

Leukocytes (cells/uL) 6.365 (1.686) 6.385 (1.537) 7.250 (2.413) 0.050 NS NS NS

Platelets (mil/uL) 223 (182-249) 217 (185-257) 224 (191-263) 0.865 NS NS NS

Ferritin (ug/L)* 255.1 (168.6) 278.0 (261.6) 369.9 (473.7) 0.789 NS NS NS

tPSA (ng/mL) 6.403 (4.863-8.424) 5.690 (0.559-8.970) 6.010 (0.458-28.150) 0.432 NS NS NS

fPSA (ng/mL) 0.589 (0.333-1.000) 0.412 (0.171-0.701) 0.698 (0.061-3.000) 0.098 NS NS NS

Prostate Size (g) 40 (30-40) 40 (30-40) 40 (30-50) 0.139 NS NS NS

PECAM-1 (pg/mL) 28545.3 31177.8 15408.6 <0.001 NS 0.014 <0.001

(13670.7-56726.7) (15540.8-51462.4) (13443.2-18802.4)

VCAM-1 (pg/mL) 523267.4 602666.3 397428.2 0.004 NS NS 0.005
(321373.5-887626.3)  (368764.8-983117.5)  (315555.0-561183.3)

ICAM-1 (pg/mL) 82607.9 127545.0 145564.2 0.436 NS NS NS
(46784.5-275377.8) (45488.3-604284.4) (35174.8-317480.9)

P-SELECTIN(pg/mL) 91580.5 88662.2 46739.6 0.006 NS NS 0.009
(31080.0-140757.1) (41732.2-164267.8) (39831.7-61021.4)

E-SELECTIN(pg/mL) 115606.5 103798.7 65971.7 0.015 NS NS 0.024

(47692.2-239771.3)

(56736.0-185566.2)

(47550.6-85882.3)

PCa group was subdivided according to the risk stratification National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines. Group A: very
low and low risk; group B: favorable and unfavorable intermediate risk group; Group C: high and very high risk group. Qui-Square Test.
Data are expressed as absolute number (%).*Data transformed Ln. ANOVA with post hoc Bonferroni.. Data are expressed as mean (£SD).
Kruskal-Wallis Test with post-hoc Dunn. Data are expressed as median (25%-75%).C: Caucasian; NC: not Caucasian; N: No; Y:Yes; MetS:
Metabolic Syndrome; CRP: C-reactive protein. ESR: erythrocyte sedimentation rate. tPSA: Prostate-Specific Antigen Total. fPSA: Prostate-
Specific Antigen Free. PECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecule; VCAM-1: Vascular cell adhesion protein 1; ICAM-1:
Intercellular Adhesion Molecule 1; PAI-1: plasminogen activator inhibitor type-1.
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Table 4. Multinomial Logistic regression analyses with prostate cancer patients divided according to the
risk stratification as dependent variables and age, CRP, ESR, Leukocytes, Adhesion molecules and
Plasminogen activator inhibitor-1 as explanatory variables

Variables Wald for contrasts P value OR 95% CI
Age (year) Avs B:6.343 0.012 1.107 1.023-1.198
Avs C:1.982 0.159 1.057 0.979-1.141
B vs C:1.601 0.206 1.047 0.975-1.125
CRP (mg/L)* Avs B: 2.385 0.123 1.197 0.953-1.504
Avs C:1.646 0.199 1.160 0.925-1.456
B vs C:2.164 0.141 1.032 0.990-1.075
ESR (mm/hr) Avs B: 0.024 0.876 1.005 0.944-1.070
Avs C:5.694 0.017 1.075 1.013-1.140
B vs C:10.230 0.001 0.935 0.897-0.974
Leukocytes (cells/uL) A vs B:0.022 0.881 0.975 0.701-1.357
Avs C:0.828 0.363 1.167 0.837-1.629
B vs C:1.498 0.221 0.835 0.626-1.114
PECAM-1 (pg/mL) Avs B: 0.809 0.368 1.000 1.000-1.000
Avs C:1.739 0.187 1.000 1.000-1.000
B vs C:4.259 0.039 1.000 1.000-1.000
VCAM-1 (pg/mL) Avs B: 0.106 0.745 1.000 1.000-1.000
A vs C:0.007 0.936 1.000 1.000-1.000
B vs C:0.137 0.712 1.000 1.000-1.000
P-SELECTIN (pg/mL) Avs B: 0.091 0.763 1.000 1.000-1.000
Avs C:0.175 0.676 1.000 1.000-1.000
B vs C:0.511 0.475 1.000 1.000-1.000
E-SELECTIN (pg/mL) Avs B: 0.599 0.439 1.000 1.000-1.000
A vs C:0.402 0.526 1.000 1.000-1.000
B vs C:2.157 0.133 1.000 1.000-1.000
PAI-1 (pg/mL) Avs B:1.087 0.297 1.000 1.000-1.000
Avs C:0.851 0.356 1.000 1.000-1.000
B vs C:2.983 0.084 1.000 1.000-1.000

PCa group was subdivided according to the risk stratification National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines. Group A: very low
and low risk; group B: favorable and unfavorable intermediate risk group; Group C: high and very high risk group. OR: odds ratio, ClI
confidence interval (lower-upper limit). CRP: C-reactive protein. ESR: erythrocyte sedimentation rate. PECAM-1: Platelet endothelial
cell adhesion molecule; VCAM-1: Vascular cell adhesion protein 1; ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1; PAI-1: plasminogen activator
inhibitor type-1.
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Figure 1. Plasminogen activator inhibitor type-1 in prostate cancer patients without metastasis
(PCa Met-) and with metastasis (PCa Met+) and healthy controls (HC).

PAI-1: plasminogen activator inhibitor type-1. Data are shown as mean, Cl 95%. * PCa Met- vs HC
(p<0.001); #PCa Met- vs PCa Met+ (p=0.018); ® PCa Met + vs HC (p<0.001).
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Figure 2. Plasminogen activator inhibitor type-1 in prostate cancer patients divided according
to the risk stratification. (NCCN, 2018)

PAI-1: plasminogen activator inhibitor type-1. Data are shown as median, Cl 95%. *Intermediate risk
vs high risk (p=0.007).
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6. CONCLUSOES

- A reducédo dos niveis plasmaticos de PECAM-1 esta associada a presenca

de CaP metastatico mas ndo ao CaP sem metastase e a individuos saudaveis.

- Niveis reduzidos de P-selectina estdo associados a presenca de CaP na
auséncia de metastase, independentemente da idade, tamanho da prostata,

presenca de SM e processo inflamatorio.

- A reducdo nos niveis plasmaticos de VCAM-1 pode diferenciar pacientes
com CaP metastatico, daqueles sem metdstases e de pacientes saudaveis,
independentemente da idade, tamanho da prostata, presenca de SM e processo

inflamatorio.

- Os niveis de ICAM-1 e E-selectina ndo foram associados a presenca de CaP

seja ele metastatico ou nao.

- A diminuicdo dos niveis plasméaticos de PAI-1 est4 associada a presenca de
CaP metastatico ou nédo, independentemente da idade, tamanho da préstata,

presenca de SM e processo inflamatario.

- Quanto aos marcadores inflamatorios, os niveis de VHS foram maiores em
pacientes com CaP metastatico, quando comparados a individuos controles e
pacientes com CaP ndo metastatico, independentemente da idade, tamanho da

préstata, presenca de SM, MACs e PAI-1.

- Quando os pacientes com CaP foram divididos de acordo com a
estratificacdo do risco para metastase, os pacientes classificados como alto risco
apresentaram menores niveis de PECAM-1 quando comparados aos pacientes de

risco intermediéario, independentemente da idade e do processo inflamatdrio.

- Os niveis de VHS foram maiores em pacientes com alto risco para
metastase, quando comparados a pacientes com CaP de risco baixo e risco

intermediario, independentemente da idade, das MACs e PAI-1.



48

7. CONSIDERACOES FINAIS

A principal limitacdo deste estudo € o seu delineamento transversal que nao
permite inferir sobre relacdes causais. No entanto, este estudo apresenta alguns
pontos fortes que devem ser destacados. Primeiramente, as MACs e o PAI-1 foram
avaliados por imunofluorimetria utilizando a plataforma Luminex®, uma metodologia
mais sensivel que o método de ELISA, comumente utilizado em estudos prévios. Em
segundo lugar, foi utilizada uma abordagem estatistica mais robusta que permitiu o
controle de possiveis variaveis confundidoras que ndo foram controladas nos demais

estudos realizados previamente.

Nossos dados demonstraram que PECAM-1, P-selectina e PAI-1 tém um
papel importante na fisiopatologia do CaP, mas somente a reducdo de VCAM-1
pode diferenciar pacientes com CaP metastatico daqueles pacientes sem metastase,
independentemente da idade, tamanho da préstata, SM e inflamacg&o. Em relacdo a
estratificacdo de risco para metastase, somente a PECAM-1 poderia ser util para
diferenciar pacientes com alto risco daqueles com risco intermediario,
independentemente da idade e inflamacéo. Este € o primeiro estudo que avaliou o
perfil plasmético das MACs em pacientes com CaP, de acordo com a presenca de
metastase e estratificacdo de risco para as mesmas. Mais estudos in vivo sdo
necessarios para investigar o envolvimento complexo do perfil de MACs, do PAI-1 e
de outras moléculas tais como quimiocinas e seus receptores, no processo de

cancer e metastase.
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9. ANEXOS

9.1 Parecer Consubstanciado do CEP

comne 6o e UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO PERFIL DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E
NITROSATIVO EM PACIENTES COM ADENOCARCINOMA PROSTATICO:
ASSOCIACAO COM O TRATAMENTO, GLEASON E A PRESENCA DE METATASES

Pesquisador: Andréa Name Colado Simao

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 56182916.7.0000.5231

Instituicdo Proponente: CCS - Departamento de Patologia, Analises Clinicas e Toxicologias
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.645.118

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa que tem como cbjetivo avaliar & o perfil de biemarcadores de estresse
oxidativo/nitrosative e de citocinas em pacientes com adenccarcinoma prostatico (CaP) de acordo com o
tipe de tratamento e compara-los com pacientes com hiperplasia benigna da préstata (HBP) e individuos
saudaveis. Os participantes serfo recrutades em trés hospitais de Lendrina: Hospital Universitario/lUEL,
Instituto de Cancer & Ambulatério Alto da Colina/Associagdo Evangélica Benelicente.

Hip&tase:

Segunde a pesquisadora: Existe associagio entre os biomarcadores de estresse oxidative e nitrosativo com
o lipo de tratamento que o paciente com cancer de prostata é

submatido

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o perfil de biomarcadores de estresse oxidativo/nitrosativo e de citecinas em pacientes com
adenocarcinoma prostatice de acordo com o lipo de tratamente e compara-los com pacientes

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitasio CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-6465 E-mail: cep268@ uel.br
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Contnuagdo do Parecer: 1645118
com HBP e individuos saudaveis.

Objetivos Secundarios:

- Comparar os marcadores de estresse oxidativo e nitrativo em individuos saudaveis, com HBP e com CaP
am diferentes alapas do tratamento;

- Verificar a associacao entre os parametros de estresse oxidativo @ os niveis de citocinas com as diferentes
etapas do tratamento;

- Correlacionar os niveis dos diferentes marcadoras de estresse oxidativo com o estadiamente de cancer
avaliade pela escala TNM e de Gleasen;

- Associar o tratamento do CaP com os diferentes marcadores de estresse oxidativo e nitrativo e os niveis
de citocinas em pacientes com CaP;

- Avaliar & comparar a resposta imune TH1, TH2, TH17 e Treg em individuos saudaveis, com HBP & com
CaP em diferentas etapas do tratamento;

- Verificar se ha correlacac entre os dilerentes marcadores de estresse oxidativo e os niveis de citocinas em
pacientas com CaP;

- Verificar se ha correlagac entre o estadiamento do tumor @ os niveis de citocinas em pacientes com CaP;

- Avaliar se ha associagio enltre os nivels de citocinas e o tipo de tratamento do paciente.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisadora afirma que esla pesquisa nao implicard em riscos para a saide e bam estar dos pacientes e
controles envolvidos no estudo. No entanto, a coleta de sangue pode ocaslonar sinais decorrentes da
pungao venosa e consiste: dor no local da pungdo venosa ou pequeno hematoema e, muile raramente,
vermelhidao ou infecgao local. A coleta de sangue sera realizada por 2 farmacéuticas (profissional habilitado
para coleta de amoslra bioldgica) que fazem parla deste projeto de pesquisa.

Beneficios:

Segundo a pesquisadora "Este estudo contribuira para melhor entendimento da fisiopatelogia da doenca e
de seu tratamentc”

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Quanto a selecao
Enderego: LABESC - Sala 14
Bairro: Camgus Universitirio CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268aueal.br
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Critério de Inclusao:

Hemens com idade antre 35 a 69 anos.

Critério de Exclusao:

Use de medicamantos antiinflamatérios, uso de suplementos antioxidantes, presenca de doencgas
inflamatérias efou infecciosas agudas ou crénicas, histéria prévia de outros canceres @ insuficiéncia renal

Quanto a intervencgao

Sera colhida uma amostra de sangue para as analises laboratoriais de acido drico, creatinina, AST, ALT,
GGT, ferro e ferritina, determinacao de PSA livre e total, determinagao do nivels sérices de Proteina C
Reativa (PCR) de alta sensibilidade; avalia¢ao do estresse oxidalive, determinagées de produtes avancados
da oxidagao protéica; determinagac de isoprostanos plasmaticos; determinagao dos niveis séricos de
metabdlitos do dxido nitrico; dosagem de IL-4, IL-6, IL10, IL-12, IL-17, TNF-, IFN-, TGF-b, adiponectina e
leptina.

Quanto a analise astatistica

Os dados categdricos serdo avaliados pelo teste exato de Fisher cu teste de qui-quadrado conforme
apropriado. Para dados conlinuos sera utilizado o teste nio paramétrico de Kruskal-Wallis com post test de
Dunn ou teste de variancia ANOVA com pobs teste de Bonfarroni, conferme apropriado. Para verificar
correlactes sera utilizadoe o teste de correlagao de Pearson ou Spearmann. Para delerminar quais fatores
aslao associadas com a prasanca de CaP sera realizada a regressao logistica multinomial. Para verificar
preditores de metatases sera utilizada o teste de regressao logistica binaria. Serdo incluidas nos testes de
regressao logistica as varidveis que apresentarem valor de p<0.1 na andlise univariada. Sera realizada a
regressao linear entre os nivels plasmaticos de biomarcadoras de estresse oxidativo/nitrosative e os valores
obtides para PSA, TNM e Gleason. Todas as analises serao realizadas o programa estatistico SPSS versao
20.0.

Quanto ao or¢amento
O projeto prevé um custe de RS 3.000,00 para aquisicao de material de consumoe que sera financiade pelos

membros da equipe.

Quanto ao cronograma

Enderego: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268a@Fueal.br
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Adeguado, inicio da coleta das amostras em 01/09/16.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

1. Folha de resto devidamente assinado pela vice-chele do deplo de Patolegia, Analises Clinicas e
Toxicolbalcas/CCAMEL - ADEQUADO
2. Carta de aceite das Instituicdes co-participantes davidamente assinado - Hospital Universitario,

Institute do Cancer e Associacido Evangélica - ADEQUADO

3. Termo de confidencialidade e sigilo devidamente assinado - ADEQUADO

4. Termo de responsabilidade para armazenamento de amostras bioldgicas devidamente assinada -
ADEQUADO

5. TCLE - redigide em forma de convite, com linguagem acessivel obedecendo a resolugao 466/2012
CONEP - ADEQUADO

Recomendacodes:
nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
nao ha

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 20/07/2016 Aceito
|do Projeto ROJETO 644034 pd! 11:34:19
TCLE / Termos de | TCLE3.docx 20/07/2016 |Andréa Name Coladol Aceito
Assentimento / 11:33:57 |Simao
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhade /  |PROJETOCEP pd! 12/07/2016 |Andréa Name Colado] Aceito
Brochura 11:59:47 |Simao
|Investigador
TCLE / Termos da | TCLE(inal.docx 12/07/2016 |Andréa Name Colade] Aceito
Assentimento / 11:57:47 |Simao
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaderosiroprostata.pdt 17/05/2016 |Andréa Name Aceito

Enderego: LABESC - Sals 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (42)3371-5455 E-mail: cep268@uel. by
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e

Felha de Roslo folhadercstroprostata.pdf 13:42:33 |Ceclado Simac Aceito
Outros HEL pdf 03/05/2016 |Andréa Name Colado] Aceito
08:2626 _|Simaa
Outros HU.pdf 03/05/2016 |Andréa Name Colado] Aceito
08:23:09 _|Simao
Outros ICL.pdl 03/05/2016 |Andréa Name Colado] Aceito
08:21:02 |Simao
Declaragao de ConfidencialidadeHU.jpg 11/12/2015 |Andréa Name Colade] Aceito
Pesquisadores 15:54:37 |Simao
Declaracao de Armazenamento.pg 11/12/2015 |Andréa Name Colade] Aceito
Manuseio Material 15:53:52 |Siméao
Biclégico /
Biorepositério /
Bicbanco
Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
LONDRINA, 22 de Julho de 2016
Assinado por:
Rosana Lopes
(Coordenador)
Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitaric
Municipio: LONDRINA

{43)3371-6455

UF: PR
Telefone:

CEP: 86.057-970

E-mail:

cep268GF ueal.br
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9.2 Declaracdo de Colaboracdo do Hospital do Cancer de Londrina

DECLARACAO

[ima. Sra. Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do CEP/UEL

Senhorn Coordenadora,

O Instituto de Cancer de Londrina declara para 0s devidos fins, gue € colaborador no Projeto de
Pesquisn sob o tema “Avaliagho do perfil de biomarcadores de estresse oxidativo ¢ nitrosativo em
pacientes com adenocarcinoma prostitico: Associaglo com o tratamento. GLEASON ¢ a presenga
de metastases”, sob n responsabilidade do médico Alexssandro Koike, CRM 18711, nas nossas
dependéncias, gue se encontra em fase de submissdo e aprovagao pelo Comité de Etica em Pesguisa
da UEL.

Estamos cientes que s unidades de andlise da pesquisa serllo pacienies. Prontuanios € amostras de

liguidos biologicos dos pacientes, bem como o cumprimento da Resolugdo 466 2012 do CNS ¢ suas

complementares.

Atlenciosamente,

aQ
Y 4 )
O ST 219
. Jesus Roberto Ceribelli Dr. Pavse Bnilid Fuganti
Dirdgor Clinico Chefie do Servigd de Urologia
“CRM PR: 5784 CRM-PR: 18331

Rua Luciila Ballaiai, 212 -Jd Petropolis - CEP 86.015-520 — Londrina - FR
Fones: (43) 3379-2600 - Fax: (43) 3379-2696
Home Page: www.hel.org.br
e-mail: poqduoum-hchumtol.oon.bt
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9.3 Declaracéao de Colaboracédo do Hospital Evangélico de Londrina

o \.—~AEBEL

~ St o LoNoRnA
Declaragdo de Concordédncia dos Servigos Envolvidos e/ou de Instituicdo
Co-Participante
Lowlmde dezembro de 2015

lima. Sra. Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do CEP/UEL

Senhora Coordenadora

Declaramos que nos do Hospital Evangélico de Londrina, esta-
mos de acordo com a condugao do projeto de pesquisa “AVALIAGAO DO PERFIL DE BI-
OMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO EM PACIENTES COM
ADENOCARCINOMA PROSTATICO: ASSOCIAGAO COM O TRATAMENTO, GLEA-
SON E A PRESENCA DE METATASES" sob a responsabilidade do médico urologista,
Alexsandro Koike, CRM 18711, nas nossas dependéncias (Ambulatorio de Urologia — Alto
da Colina) tao logo o projeto seja aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolven-
do seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, até o seu final em
(31/03/2018).

Estamos cientes que as unidades de andlise da pesquisa serao
(pacientes, prontuarios médicos, amostras de liquidos biolégicos de pacientes) bem como
de que o presente trabalho deve seguir a Resolugdo 466/2012 do CNS e complementa-
res.

Atenciosamente,

Sene Cardoso
X r AEBEL

/ ‘BicetdraAebel

L3 AEBEL - Asscciacao Evangélica Beneficente de Londrina | 43 3378 1313 | www aebel org.br
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PARECER PROCESSO 07/2015

Ao Pesquisador Alessandro Koike e colaboradores;

Considerando o Projeto de Pesquisa com o titulo “Avaliagdo do perfil de biomarcadores de
estresse oxidativo e nitrosativo em pacientes com adenocarcinoma prostdtico: associagdo com o
tratamento, gleason e a presenga de metdtases™ apresentado a Associagdo Evangélica Beneficente
de Londrina;

Considerando o parecer favoravel apresentado nas instancias administrativas que envolvem
a realizagio do estudo;

Vimos informar que somos de parecer favorivel a realizagio, resguardando-se o
atendimento da legislaciio vigente.

Solicitamos também que, uma vez realizado o estudo, uma copia seja apresentada a esta
Diretoria, para ciéncia ¢ divulgagdo.

EmoRh de dezembro de 2015

Edunrdo Sene Cardoso
Diretor AEBEL
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10. APENDICES

10.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“AVALIACAO DO PERFIL DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO EM
PACIENTES COM ADENOCARCINOMA PROSTATICO: ASSOCIAGAO COM O TRATAMENTO, GLEASON
E A PRESENCA DE METASTASES”

Prezado Senhor:

Gostariamos de convida-lo para participar da pesquisa “AVALIACAO DO PERFIL DE
BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO EM PACIENTES COM
ADENOCARCINOMA PROSTATICO: ASSOCIACAO COM O TRATAMENTO, GLEASON E A
PRESENCA DE METASTASES”, a ser realizada em Londrina. O objetivo da pesquisa é “avaliar
os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenca e de seu tratamento”. Sua
participacdo é muito importante e ela se darda da seguinte forma: realizacdo de uma
avaliacdo clinica pelo médico urologista e uma coleta de sangue. Esclarecemos que sua
participacdo é totalmente voluntaria, podendo o senhor: recusar-se a participar ou mesmo
desistir a qualquer momento sem que isso acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa.
Esclarecemos também que as suas informacgdes serao utilizadas somente para os fins dessa
pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade. Todos os dados coletados, clinicos e laboratoriais, serdo
descartados apds a publicacao do estudo.

Esclarecemos ainda que o senhor ndo pagard e nem serd remunerado pela sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serao
ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente da sua participagao.

A sua participacdo neste estudo contribuira para o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenga. Quanto aos riscos, informamos que
sua participacdo ndo acarretard em qualquer risco a sua saude nem alteracdo de qualquer
um dos seus tratamentos. A coleta de sangue pode ocasionar sinais decorrentes da puncao
venosa e consiste: dor no local da puncdo venosa ou pequeno hematoma e, muito
raramente, vermelhiddo ou infec¢do local.

Caso o senhor tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos
contatar (Alexsandro Koike, Avenida Bandeirantes, 460, Londrina, telefone 3377-1800,
celular 9998-1896, urologiakoike@yahoo.com.br) ou procurar o Comité de Etica em

pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Estadual de Londrina, situada junto ao
LABESC — Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail:
cep268@uel.br.
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Temo de Consentimento Livre e Esclarecido apresentado conforme normas da Resolugdo 466/2012 de 12 de
dezembro de 2012.

Este termo deverd ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente
preenchido, assinada e entregue ao senhor.

Londrina, de de 2016.

Pesquisadores Responsaveis:
Professora Dra. Andréa Name Colado Simao
RG: 6.226.736-4

Telefone: 3371-2321

Alexsandro Koike
Médico urologista
RG: 5.888.744-7

Tel: 3377-1800

, Tendo

sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar
voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressdo dactiloscépica):

Data:

*Temo de Consentimento Livre e Esclarecido apresentado conforme normas da Resolugdo 466/2012 de 12 de
dezembro de 2012.



10.2 Ficha de Coleta
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Data da coleta de dados: / /201_
Responsavel pela coleta: ( ) Koike ( )Brunna ( )Lorena ( ) Outro:

1-Nome:

2-Telefone:

3-Local de coleta de dados:
( JAltodaColina ( )ICL ( ) Consultdrio Koike ( ) Outro:

4-Registro:

5-Etnia:
( ) Caucasiano ( ) Ndo caucasiano ( ) Asiatico

6-ldade: 7-DN:
8-Peso: 10- C.Abdominal P.A:
9-Altura: 11-IMC:

12-Histdria familiarde CA:  ( )Sim ( ) Né&o
13-Se sim, qual?

14-Data do diagndstico: ( ) Controle
( )HPB
()caP
15-Fez cirurgia nos ultimos | ( ) Sim Quando? Que tipo?
3 meses?
( )Nao
( ) Cirurgia.
Qual? ( )RTU de prdstata. Data:
16- Tratamento: ( ) Prostatectomia Radical. Data:
( ) Orquiectomia. Data:
( ) Outro:

( ) Radioterapia.
Data de inicio:
Periodo:
Quantos ciclos?

( ) Hormonioterapia.
Data de inicio:
Qual?
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( ) Quimioterapia
Data de inicio:
Qual?

( ) Paliativo — EICPO

17- Depressao?

()Sim ( )Nao

Diagnosticado por Psiquiatra?

18- Uso de medicamentos no momento da coleta?

19- Infeccdo na data da

coleta?

( )Sim ( )Nao

Qual?

20- Tabagismo?

( )Sim ( )Na&o ( )Ex-fumante
Quanto tempo?

Periodo:

21- Atividade Fisica?

( )Sim ( )Né&o

Frequéncia?

22- Diabetes?

( )Sim ( )Nao

23- Hipertensao?

( )Sim ( )Nao

24- Qutras doengas:

25- Outros dados:
Toque retal:

Tam. Aprox.:

USG préstata. Data:

/ Tam. Aprox.:




