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RESUMO

O estresse oxidativo (EO) é um fator importante no desenvolvimento e na progressao da
hiperplasia prostatica benigna (HPB) e do adenocarcinoma de prostata (CaP). A alta
prevaléncia dessas 2 patologias, frequentemente coexistentes, leva a busca por novos
biomarcadores para melhorar o diagndstico do CaP. Apés a introdugcdo do PSA na
década de 80, a incidéncia do CaP teve um aumento expressivo e, através do
diagndstico precoce, 0 numero de sobretratamento de doenca indolente também
aumentou. Portanto, a necessidade de diferenciar a doenca indolente da agressiva é
primordial. Desse modo, os objetivos deste estudo foram: 1°) Avaliar os perfis de
estresse oxidativo entre pacientes com diagndstico de HPB e CaP; 2°) Identificar
biomarcadores de estresse oxidativo que pudessem diferenciar a HPB do CaP; 3°)
Verificar se biomarcadores de EO poderiam ser utilizados como preditores de
prognostico e estadiamento do CaP. Este é um estudo prospectivo de caso-controle
constituido de 204 pacientes sendo, 73 pacientes com CaP, 67 pacientes com HPB e 64
voluntarios saudaveis definidos como grupo controle (HC). Foram dosados em amostras
de sangue: o antigeno prostatico especifico (PSA); hidroperéxidos lipidicos (CL-LOOH);
proteina carbonila plasmatica (PCB); produtos avancados de oxidagéo protéica (AOPP);
capacidade antioxidante total pelo método TRAP e dosagem de grupos tidis protéicos
(SH). Verificou-se que os diagnosticos (HC vs HPB vs CaP) foram significativamente
associados a relacdo do PSA com o EO. Os niveis de SH foram significativamente
menores no CaP que no HC e na HPB, enquanto que ndo houve diferencas
significativas entre a HPB e o HC. AOPP foi significativamente aumentado nos pacientes
com HPB e CaP em comparacao ao HC, enquanto que a PCB foi maior no CaP do que
no HC e HPB. Os niveis de CL-LOOH nos glébulos vermelhos (mas ndo no plasma)
foram significativamente mais altos tanto na HPB e CaP do que no HC. Os niveis de
TRAP foram menores no CaP quando comparados com o HC. Melhor correlacdo
diagndstica do CaP foi obtida utilizando PSA total e SH combinados com PCB, sendo
que 91,1% dos casos foram corretamente classificados com sensibilidade de 85,7% e
especificidade de 94,0%. As mesmas trés variaveis renderam também uma boa
predicdo de CaP versus HPB, sendo 87,1% de todos 0s casos corretamente
classificados com sensibilidade de 87,3% e especificidade de 86,9%. Este estudo
demonstrou uma associacao robusta entre varios biomarcadores com a fisiopatologia do
CaP e sua progressédo. Os niveis de SH foram um preditor de diagndstico e poderia ser
usado em conjunto com a medi¢cado do PSA para o rastreamento de pacientes com HPB
e CaP, melhorando a sensibilidade e a especificidade do diagndstico. Este é o primeiro
estudo a propor modelos utilizando biomarcadores de estresse oxidativo, dados clinicos
e laboratoriais para predizer prognéstico no CaP.

Palavras-chave: Grupos tidlicos plasmaticos. Estresse oxidativo. Cancer de proéstata.
Hiperplasia prostética benigna.
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ABSTRACT

Oxidative stress (OS) is an important factor in the development and progression of
benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate cancer (PCa). The high prevalence
of these diseases, often coexisting, leads to the search for new biomarkers to
improve the diagnosis of PCa. After the introduction of PSA in the 80’s, the incidence
of PCa increased significantly and, through early diagnosis, the number of
overtreatment of indolent disease increased too. Therefore, the need to differentiate
between indolent and aggressive is necessary. Thus, the objectives of this study
were: 1°) Evaluate the oxidative stress profiles among patients diagnosed with BPH
and PCa; 2°) Identify oxidative stress biomarkers that could differentiate BPH from
PCa; 3°) Verify if OS biomarkers could be used as predictors of prognosis and
staging of PCa. This is a prospective case-control study consisting of 204 patients,
with 73 patients with PCa, 67 patients with BPH and 64 healthy volunteers defined as
control group (HC). In blood samples were dosed: prostate specific antigen (PSA);
lipid hydroperoxides (CL-LOOH); plasma carbonyl protein (PCB); advanced protein
oxidation products (AOPP); total antioxidant capacity by the TRAP method and
dosage of protein thiol groups (SH). It was found that diagnoses (HC vs BPH vs PCa)
were significantly associated with the PSA to OS ratio. SH levels were significantly
lower in PCa than HC and BPH, whereas there were no significant differences
between BPH and HC. AOPP was significantly increased in patients with BPH and
PCa compared to HC, whereas PCB was higher in PCa than HC and BPH. CL-
LOOH levels in red blood cells (but not plasma) were significantly higher in both BPH
and PCa than HC. TRAP levels were lower in PCa when compared to HC. The best
diagnostic correlation of PCa was obtained using total PSA and SH combined with
PCB, and 91.1% of the cases were correctly classified with sensitivity of 85.7% and
specificity of 94.0%. The same three variables also yielded a good prediction of PCa
versus BPH, with 87.1% of all cases being correctly classified with sensitivity of
87.3% and specificity of 86.9%. This study demonstrated a robust association
between several biomarkers with the pathophysiology of PCa and its progression. SH
levels were a diagnostic predictor and could be used in conjunction with PSA
measurement for the screening of patients with BPH and PCa, improving the
sensitivity and specificity of the diagnosis. This is the first study to propose models
using oxidative stress biomarkers, clinical and laboratory data to predict prognosis in
PCa.

Key Words: Plasma thiol groups. Oxidative stress. Prostate cancer. Benign prostatic
hyperplasia.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Prostata

A préstata € uma glandula que faz parte do sistema urogenital masculino e esta
localizada em posicao inferior & bexiga e anterior ao reto. Ela circunda a uretra proximal e
participa na producéo de secrecfes seminais. Sua secrecdo corresponde a cerca de 20% do
volume do ejaculado. O restante é produzido quase que totalmente pelas vesiculas
seminais. A préstata pode ser dividida em zona de transi¢do, central, periférica e a parte
anterior formada por um estroma fiboromuscular (McNEAL, 1981).

A glandula prostatica depende de horménios esteréides para ter um adequado
desenvolvimento e estimulo para a sua fungéo secretora. Esse processo é estimulado pela
testosterona e pela di-hidrotestosterona que tém a fung&o primordial no desenvolvimento
prostatico (McGINLEY et al., 1992).

Na infancia, a prostata tem um volume pequeno, cerca de 7cm? aos 9 anos. Ao inicio
da adolescéncia, cessa-se a dorméncia hormonal e inicia-se o aumento do seu volume,
concomitante com a sua produc&o glandular alcangando um tamanho de cerca de 15-20 cm?®
na fase adulta. Apds os 30 anos, a velocidade de crescimento é de cerca de 0,5 cm® por ano
podendo se acelerar nos portadores de hiperplasia benigna da prostata (HPB). Com o
avanco da idade surgem alteracdes no tecido prostatico associado a outras doencas da
préstata, decorrente ndo s6 pelo aumento de volume, como alteragdes histologicas. As duas
formas clinicamente mais importantes e prevalentes do crescimento anormal da prostata sdo
a HPB e o cancer da prostata (CaP) (XIA et al., 2002).

1.2 Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

A HPB se caracteriza por um processo histologico proliferativo dos elementos
celulares da préstata, aumento volumétrico (principalmente da zona de transicdo) e a
disfuncédo miccional resultante do seu aumento e da obstruc¢do infravesical. A prevaléncia
histologica da HPB é de aproximadamente 40% dos homens com 50 anos e de 80% em
homens acima de 80 anos. A sintomatologia nem sempre é concomitante ao volume
prostatico. Cerca de 50% dos homens com HPB desenvolverdo aumento volumétrico e
somente 25-50% apresentardo sintomas urindrios decorrentes da obstrucdo mecéanica
causada pelo aumento de volume (AARON et al., 2016). Basicamente, os sintomas
provenientes das alteracdes prostaticas decorrem da combinacdo de 2 alteragbes (aumento
volumétrico e alteragBes fibromusculares). O tecido muscular periuretral presente no colo
vesical, cépsula prostatica e estroma fibromuscular sdo ricas em receptores alfa 1

adrenérgicos. Estes sdo participantes ativos na génese dos sintomas através da sua
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contracdo e levam a obstrucédo do limen da uretra prostatica. Além disso, a hiperplasia da
parte adenomatosa prostatica da zona de transicdo e periuretral leva a compresséo
mecanica da uretra prostatica. Sintomas urinarios irritativos (urgéncia, polaciuria) podem ser
devidos a presenca do crescimento da zona periuretral para o interior da bexiga causando a
hiperatividade do detrusor (WALSH et al., 2002).

O tratamento da HPB se baseia no alicerce obstru¢cao mecéanica/dindmica e sintomas
irritativos. O uso de medicamentos alfa bloqueadores atuam no relaxamento da atividade
muscular periuretral diminuindo a compressédo uretral. Agentes que atuam nos receptores
adrenérgicos alfa 1 especificos como a Tamsulosina tém sido utilizados com maior
efetividade pelos menores efeitos de hipotensao postural (LEPOR et al., 2011).

O uso de inibidores da enzima 5 alfa redutase (como Finasterida e Dutasterida),
atuam na inibico da conversdo da testosterona em dihidrotestosterona.
Consequentemente, levam a diminuicdo do estimulo da proliferagdo glandular e sua

consequente hipotrofia glandular e diminuicdo do volume prostatico (DHINGRA et al.,2011).

1.3 Cancer de Prostata (CaP)

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) a incidéncia estimada para o
biénio 2018-2019 no Brasil sera de aproximadamente 68.220 casos. O CaP, depois dos
tumores de pele ndo melanoma, € o mais incidente entre homens de 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 29,41/100 mil
no Norte. No estado do Parana, em 2016, houve 5.260 casos diagnosticados com CaP. No
Brasil houveram 14.484 mortes pelo tumor no ano de 2015 (INCA, 2017). No mundo, a
incidéncia é altamente variavel, ocorrendo variacdes na ordem de 25 vezes (4,4 casos por
100.000 habitantes na india a até 118,2 casos por 100.000 habitantes nos Estados Unidos).
H& multiplos fatores atuantes, que vao desde caracteristicas demograficas e genéticas a

eficiéncia do sistema de saude publica para o diagnéstico da doenca (CENTER et al., 2012).

O CaP tornou-se um sério problema de saude publica no Brasil, em funcéo de suas
altas taxas de incidéncia e mortalidade (AMORIM et al., 2011). 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). J& a mortalidade do CaP
tem diminuido nos paises mais desenvolvidos. A causa desse decréscimo ainda é
desconhecida, mas pode ser devida ao aumento do tratamento e do diagndstico precoce
pela introducdo do PSA (CHU et al.,, 2003). H4 também uma consideravel variacdo da

relacdo incidéncia:mortalidade no mundo, sendo mais alta nos paises da América do Norte
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(7,6:1), mais baixa no norte da Europa (4,5:1) e quase igualitaria em paises da Africa (1,4:1)
(WONG et al.,, 2016). Essas discrepancias podem estar relacionadas as caracteristicas
regionais, populacionais e a um maior acesso ao rastreamento, o que leva ao diagnostico
precoce da doenca e maior probabilidade de cura (JOHANSSON et al., 2004). Por outro
lado, o aumento do diagnostico de tumores de baixa agressividade tem levado ao aumento
da morbidade decorrente do tratamento sem aumento da sobrevida global dos pacientes
(ETZIONI et al., 2002; ALBERTSEN et al., 2005).

Diversos fatores tém sido apontados como determinantes para 0 aumento da
incidéncia do CaP: melhora no atendimento basico as popula¢cfes; aumento de campanhas
informativas e preventivas de identificacdo da doenc¢a; aumento na expectativa de vida e a
evolucdo dos métodos diagndsticos. A introducdo do antigeno prostatico especifico (PSA)
em meados da década de 80 como marcador para o CaP foi, dentre todos os marcadores
tumorais, 0 que talvez tenha tido o maior impacto na histéria na incidéncia de uma
neoplasia. Desde entdo, houve um aumento exponencial do diagnéstico em todos os paises

na qual seu uso se estabeleceu (WONG et al., 2016).

Em relacdo aos fatores de risco para o CaP, a idade é o principal fator
(STANGELBERGER et al., 2008; PAIVA et al., 2010). BELL e colaboradores (2015) numa
revisdo sistematica de 29 estudos, englobando o periodo de 1948 a 2013 em autdpsias de
pacientes, demonstrou que o CaP aumenta com a idade variando de uma prevaléncia de
5% em pessoas com menos de 30 anos, a cerca de 59% em individuos com mais de 79
anos de idade. A historia familiar é outro fator bem conhecido (CARTER et al., 1992). A
chance de um individuo ter CaP, antes dos 75 anos de idade quando ha 1 irmdo com CaP, é
2 vezes maior que o da populagéo geral e o risco é de 9% de ter um CaP de alto risco.
Quando h& 1 irméo e seu pai com CaP, a probabilidade aumenta 3 vezes e, a probabilidade
desse cancer ser de alto risco praticamente dobra (BRATT et al., 2016). Em relacdo a raca,
estudos epidemiolégicos mostram que afro-americanos tem maior incidéncia, apresentam-
se em idade mais precoce, sdo mais propensos a doenca localmente avancado ou com
metéstases 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 sdo o componente
genético (COOK et al., 2014), a presenca de sindrome metabdlica (LAUKKANEN et al.,
2004), gordura saturada e carne vermelha (KIMURA et al., 2018), obesidade (MACINNIS et
al., 2003) e doencas inflamatérias (SFANOS et al., 2012).
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1.4 Estresse Oxidativo (EO)

Durante o processo metabdlico fisiolégico de uma célula, espécies reativas de
oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo produzidas. O estresse
oxidativo € definido como um desequilibrio entre fatores pré-oxidantes e antioxidantes e que
podem levar a geracéo excessiva de ERO e ERN com potencial dano celular (HALLIWELL e
WHITEMAN, 2004).

Os principais exemplos destas espécies sd0 o oxigénio molecular (O%), radical
hidroxil (OH’), anion superéxido (O%), radical peroxil (ROO), radical alcoxil (RO, 6xido
nitrico (NO) e o peréxido de hidrogénio (H,0,) (AHSAN et al., 2003; ROSA e COIMBRA,
2009; HALLIWELL, 2015).

As ERO e as ERN podem afetar diversas moléculas biolégicas como o DNA (Acido
Desoxirribonucleico), RNA (Acido Ribonucléico), proteinas, lipideos e carboidratos, além de
promover lesdes secundérias devido aos metabdlitos formados durante a oxidacao lipidica.
(BARREIROS et al., 2006).

Para antagonizar os efeitos deletérios das ERO e ERN, o organismo desenvolveu um
sistema de defesa antioxidante, que tem a funcdo de limitar os niveis intracelulares e
extracelulares de espécies reativas e inibir ou reduzir os danos celulares e teciduais
(AHSAN et al., 2003).

Os antioxidantes podem agir diretamente na neutraliza¢do da acao dos radicais livres
ou participar indiretamente dos sistemas enzimaticos com essa funcao. O sistema de defesa
antioxidante € formado por compostos enzimaticos e ndo-enzimaticos, estando presentes
tanto no organismo, localizados no interior das células ou nos compartimentos
extracelulares (VASCONCELOS et al., 2007).

As principais enzimas antioxidantes sao a superdxido-dismutase (SOD), catalases
(CAT) e glutationa-peroxidase (GSH-P) (BIANCHI e ANTUNES, 1999; HALLIWELL, 2015).

Dos componentes nao-enzimaticos que participam das defesas antioxidantes
destacam-se alguns minerais (cobre, manganés, zinco, selénio e ferro), vitaminas (acido
ascorbico, vitamina E, vitamina A), carotendides (betacaroteno, licopeno e luteina),
bioflavondides (genisteina, quercetina) e taninos (catequinas) (BIANCHI e ANTUNES, 1999;
VALKO et al., 2007).

Fatores de origem enddgena e exdgena podem promover a geragdo de EROs e
podem atuar no DNA, levando a alteragbes cromossdmicas e consequentemente a
carcinogénese. Outra via de acdo das EROs seriam alteracdes em fatores transcricionais
que acabam por levar a perpetuacgao celular da célula neoplasica ja gerada (figural) (SAHA

et al.,, 2017). Estudos ainda apontam um papel do estado redox em varios processos
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celulares associados a proliferacdo celular e a transformagéo neoplasica (MEHRAEIN-
GHOMI et al., 2008; WOZNIAK et al., 2012). A lesdo tecidual da préstata e o estresse
oxidativo podem levar a proliferacédo celular com crescimento hiperplasico, migracao celular,
além de iniciar e propagar processos oncogénicos (KHANDRIKA et al., 2009; MINCIULLO et
al., 2015).

Endogenous sources Exogenous sources
> Xenobiotics

> Chlorinated compounds
> Radiation

> Pathogens

> Inflammatory cytokines

> Mitochondrial oxidative
Phosphorylation

> P450 metabolism

> Peroxisome metabolism

> Inflammatory cells activation
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Figura 1 — Espécies Reativas ao Oxigénio e Evolucdo a Malignidade. A geracdo de
espécies reativas ao oxigénio podem levar a danos ao DNA, gerando anormalidades
cromossdmicas e afetar fatores de transcricdo que levam a transformacdo neoplasica e

perpetuacao celular.

DNA: desoxyribonucleic acid; e”: eletron; Fe®": ferrous iron; GSH: Glutathione reduced; GR: Glutathione redutase; GPX:
Glutathione peroxidase; GRX: Glutaredoxin; HO™: Hydroxyl radical; Mito-ETC: mitochondrial electron transport chain;
mtDNA: mitochondrial deoxyribonucleic acid; NAPDH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced; Oy :
superoxide radical; ROS: reactive oxigen species; RNA: ribonucleic acid; SOD: superoxide dismutase; TRX:

Thioredoxin
Fonte: adaptado de SAHA et al., 2017.
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O HPB e o CaP sdo comumente associados a uma mudanca no equilibrio redox,
resultando em estresse oxidativo. Varios estudos tém demonstrado a associacdo do
estresse oxidativo no desenvolvimento e progressédo da HPB e do CaP (SARAFINOVSKA et
al., 2009; BATTISTI et al., 2011; WOZNIAK et al., 2012; ROUMEGUERE et al., 2017).

1.5 Alteragcdo do Estado Redox em Pacientes com Hiperplasia Prostatica
Benigna

Em relacdo a HPB, varios estudos tém demonstrado sua relacdo com o desequilibrio
redox (KULLISAAR et al., 2012; VITAL et al., 2016).

O excesso da formacdo das EROs podem levar a lesdo das membranas celulares
através da lipoperoxidacao lipidica. As EROs agridem os &cidos graxos poliinsaturados dos
fosfolipideos das membranas, levando a perda da seletividade de trocas ibnicas e
moleculares, liberacdo de enzimas de organelas e formacgdes de derivados citotéxicos, como
0 Malondialdeido (MDA). O MDA € o produto de lipoperoxidacdo mais estudado e sua
dosagem pode ser feita pela sua reagdo com o acido tiobarbitarico (TBA), um processo
inespecifico jA& que outras substancias também reagem com esse &cido, ou, pode ser
dosada por cromatografia, uma metodologia mais especifica. Niveis elevados de MDA tém
sido encontrados em pacientes com HPB. Em 2003, Merendino e colaboradores
encontraram niveis aumentados de MDA no plasma de 22 pacientes com HPB em
comparagdo a 22 individuos saudaveis, além de uma correlagdo positiva entre os niveis de
PSA total e MDA. Estes dados representam a primeira evidéncia do aumento dos niveis de
MDA circulante em pacientes com HPB. Resultado semelhante foi encontrado por ARYAL
e colaboradores (2007), que avaliaram o EO em 48 pacientes com HPB e 46 individuos
saudaveis (controles). Os niveis de MDA, determinados pela metodologia de TBARS,
estavam aumentados em pacientes com HPB, enquanto houve uma reducdo nos niveis de
vitaminas C e E quando comparados aos controles. Esses dados sugerem o desequilibro
redox presente nesta doenca.

VITAL e colaboradores (2016) utilizando amostras de tecido de préstatas humanas,
avaliou os niveis de 8-OHdG (8-hidroxi-deoxiguanidina, um marcador oxidativo de dano de
DNA) na zona de transicdo hiperpladsica em comparagdo com amostras de prOstatas
normais. Esses tecidos foram retirados de adenomectomias prostaticas de 32 pacientes com
HPB. Os tecidos da zona de transi¢ao hiperplasica continham niveis maiores de 8-OHdG do
que os tecidos da zona de transicdo normal. Além disso, os niveis de 8-OHdG foram
correlacionados com o peso da prostata. Os autores concluiram que o estresse oxidativo e o

dano oxidativo do DNA s&o importantes na patogénese da HPB.
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Em outro trabalho, também de 2016, ZABAIOU e colaboradores avaliaram o estado
redox diretamente de tecidos prostaticos de pacientes com HPB. Para isso, foram avaliados
24 pacientes entre 58 e 85 anos submetidos a adenomectomia prostatica. De acordo com a
massa da hiperplasia benigna estimada por ultrassom, os pacientes foram divididos em
quatro grupos: grupo 1 (6 individuos) com préstatas de peso estimado de 20-40g; grupo 2 (6
individuos) com préstatas de 41-60g; grupo 3 (6 individuos), prostatas de 61-80g; e grupo 4
(6 individuos), prostatas com peso estimado de mais de 100g. Os pacientes do primeiro
grupo, os quais tiveram a menor massa de HPB foram recrutados como controles. Este
estudo verificou que prostatas maiores apresentavam niveis de MDA maiores e, em
préstatas menores, niveis de antioxidantes e glutationa menores. Além disso, as enzimas
SOD e catalase (CAT) também apresentaram diminuicdo nos grupos 3 e 4. Os achados do
presente estudo sugere que o desenvolvimento da HPB é acompanhado de aumento do

estresse oxidativo.

1.6 Alteragdo do Estado Redox em Pacientes com Céancer de Prostata

Varios estudos tém mostrado a rela¢éo do estresse oxidativo/nitrosativo na etiologia
do cancer tais como, mama (NOURAZARIAN et al., 2014), intestino (BHATTACHARYYA et
al., 2014) e préstata (ROUMEGUERE et al., 2017).

Durante a Ultima década, estudos experimentais (SHIOTA et al.,, 2012) e clinicos
(PANDE et al., 2013) tém implicado o estresse oxidativo no desenvolvimento e progressao
do CaP. Acredita-se que o aumento das ERO possam levar a transformacao oncogénica e
modular a resposta celular das células neoplasicas levando a proliferacéo celular, expansao
clonal seletiva e metastase (KUMAR et al., 2008, HOLL et al., 2016).

SURAPANENI e colaboradores (2006) avaliaram niveis de peroxidacéo lipidica e o
estado antioxidante em pacientes com CaP. Neste estudo foram avaliados 30 pacientes com
CaP e 30 individuos saudaveis com média de 60 anos de idade. Observou-se que 0s
pacientes com cancer de préstata apresentaram niveis reduzidos de GSH e niveis
aumentados de MDA quando comparados ao grupo controle. A atividade da SOD também
estava aumentada nos pacientes com cancer quando comparados ao grupo controle. Os
autores sugerem que o estresse oxidativo estaria envolvido no CaP. Além disso, sugerem
gue o aumento da atividade enzimética poderia ser uma regulacdo compensatéria em
resposta ao dano oxidativo.

WOZNIAK e colaboradores (2012) avaliaram os marcadores de estresse oxidativo no
CaP em 60 pacientes submetidos a altas doses de braquiterapia (BT) com radioterapia

externa (EBRT). Amostras de sangue foram coletadas antes do tratamento, logo em
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seguida, depois de 1,5-3 meses do término do tratamento e aproximadamente 2 anos de
sua finalizagdo. O grupo controle foi constituido por 30 homens saudaveis. Atividade da
GSH-P nos pacientes com CaP estava reduzida em todos os periodos (34%, 50%, 30% e
61%, respectivamente) quando comparada aquela obtida em individuos saudaveis. Apos 2
anos do término do tratamento, a atividade das enzimas estudadas demonstraram uma
tendéncia decrescente em relacdo anterior a terapia. A concentracdo de TBARS em
eritrocitos em pacientes com CaP foi maior em todos os momentos e, apés 2 anos do
término do tratamento, os niveis de TBARS eritrocitario reduziram e foi semelhante ao
observado no grupo controle, o que sugere uma tendéncia a normalizacao dos processos de
oxidagdo-reducgdo sistemicamente. No entanto, a concentracdo plasmatica de TBARS néo
diminuiu, demonstrando que uma restauragdo completa do balanco oxidante-antioxidante
nao foi obtida. Desta forma, os autores concluiram que dois anos poderiam ndo ser um
periodo de tempo suficiente para que os processos de oxidacdo-reducdo atinjam niveis
semelhantes aos controles.

Em uma metandlise, publicada no ano de 2016, OH e colaboradores avaliaram 23
estudos caso-controle que determinaram diversos marcadores de estresse oxidativo em
pacientes com cancer de prostata. Em 21 estudos, os controles foram individuos saudaveis
(sendo que, em 2 deles, foram individuos saudaveis com bidpsias negativas para cancer de
prostata) e, em outros 2 estudos, os caso-controle foram individuos com HPB. Esses
estudos abrangeram um total de 6377 pacientes, sendo 3558 pacientes portadores de
cancer de prostata. Uma variedade de marcadores oxidantes e antioxidantes foram
avaliados por esses trabalhos, sendo o MDA, SOD e a GSH-P os mais estudados. Dos 23
estudos, 21 relataram pelo menos 1 marcador de Estresse Oxidativo (EO) alterado nos
pacientes com CaP em relagdo aos grupo-controle. Quatorze estudos mostraram que o
MDA estava aumentado no CaP. Um estudo relacionou niveis de MDA em pacientes com
tumores pobremente diferenciados (Gleason maior que 8). Dois estudos encontraram niveis
de Isoprostanos aumentados em pacientes com cancer. Para avaliar a peroxidacdo de
proteinas, 3 estudos encontraram metabdlitos do NO aumentados e outros 3 estudos
também encontraram niveis de 8-OhdG aumentados nos pacientes com CaP. Onze estudos
avaliaram marcadores de antioxidantes enddgenos, sendo que desses estudos: 5
mostraram baixos niveis de atividade de SOD (contrastando com 2 estudos mostraram o
contrdrio e 1 sem diferenca estatistica); 6 estudos mostraram niveis de atividade da CAT
baixa (contrastando com 2 estudos sem diferenca na atividade da CAT); 4 estudos
mostraram baixo niveis de GSH nos pacientes com cancer (contrastando com 2 que

mostraram niveis maiores); 7 estudos mostraram niveis de atividade de GSH-P diminuidos e
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2 estudos mostraram niveis de atividade de GST aumentados. Os niveis de MDA e a
atividade do SOD e GSH-P foram utilizados para efeito de comparagdo na meta-analise.
Destes: 3 estudos, o MDA foi significativamente mais alto nos pacientes com cancer de
prostata; o niveis de atividade da GSH-P foi mais baixa nos pacientes com CaP e; a
atividade da SOD néo diferiu entre os pacientes com CaP e grupos controle. Nesta meta-
analise, os autores destacaram a limitacdo da comparacao dos niveis de estresse oxidativo
dos pacientes com cancer de préstata com seus controles. Fatores como obesidade,
tabagismo, poluicdo, radiacdo poderiam ter influenciado no balanco redox e ser fatores
confundidores que nao foram controlados nesses estudos.

BATTISTI e colaboradores (2011) avaliaram 55 pacientes diagnosticados com CaP
com base na avaliagéo histolégica e 55 homens saudaveis com idades e condi¢des sociais
semelhantes. Para fins de analise, os pacientes com CaP foram subdivididos em grupos
diferentes para cada um dos quatro parametros distintos: presenca ou auséncia de
metastases, o tratamento padréo (sem tratamento prévio, acetato de gosserelina, ou acetato
de ciproterona) e pontuacdo de Gleason. Foram analisados as concentracdes plasmaticas
de TBARS, proteina carbonilica sérica, CAT e SOD, niveis de tidis ndo protéicos e 0s niveis
séricos de vitamina C e E. A atividade da CAT e os niveis de vitamina C e vitamina E foram
reduzidos em pacientes com CaP quando comparado com os controles. Os niveis de
TBARS, proteina carbonilica e a atividade da SOD foram maiores no grupo com CaP. Os
niveis de tidis ndo-protéicos (incluindo o GSH) estavam aumentados em relacdo ao grupo
controle. E, quando comparados pacientes com metastases 0sseas em relacdo aos de
doenca localizada, os niveis de tidéis também foram aumentados. Este estudo sugere
evidéncias que o nivel de estresse oxidativo esta alterado nos pacientes com CaP e que
pacientes com tumores mais agressivos apresentam intensidade maior de estresse oxidativo
em relacdo a tumores menos agressivos.

PANDE e colaboradores (2013) também avaliaram a relacdo entre o estresse
oxidativo e a agressividade do cancer. Este estudo analisou 40 pacientes com CaP e 40
individuos saudaveis com idades entre 64 a 68 anos. Foram medidos niveis de 8-OHdG,
proteina carbonilica, MDA, capacidade antioxidante total sérica avaliada pela metodologia
de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), indice de proliferacé@o celular e o Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). Eles verificaram que, comparando valores entre
pacientes com CaP e o grupo controle, os niveis séricos de 8-OHdG, proteina carbonilica,
MDA, indice de proliferagéo celular, niveis de VEGF foram maiores e, o TEAC foi menor nos
pacientes nos pacientes com CaP. Achado semelhante e significativo também foi

encontrado em relacdo aos niveis de PSA, estadiamento e grau de indiferenciacdo celular
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(medido pelo Escore de Gleason) entre os pacientes com cancer. O trabalho verificou que
quanto maior o PSA, estadiamento e o Gleason, maiores foram os valores de 8-OHdG,
proteina carbonilica, MDA, indice de proliferacéo celular e VEGF, e menores os de TEAC.
Esses achados mostram que o desequilibrio redox, a piora do indice de proliferacao celular
e o0 aumento do VEGF estdo presentes no céncer de prostata e se relacionam com a
progressao da doenca.

A associacao da atividade oxidativa com a evolucao tumoral poderia indicar métodos
de tratamento do cancer prostatico. Autores tém buscado compreender esse mecanismo
para tratamentos que levem ao equilibrio redox e, com isso, controle da doenca. IYNEM e
colaboradores (2004) analisaram o sangue de 21 pacientes com metastase de CaP, antes e
ap6s 3 meses da terapéutica antiandrogénica. Esses pacientes foram comparados com um
grupo controle de 20 individuos sem CaP. Os resultados mostraram que os niveis de GSH
de eritrocitos, as atividades da GSH-R e da GSH-P e os niveis de vitamina E plasmaticos
foram menores em pacientes com CaP quando comparados com o grupo controle. Os niveis
de MDA estavam aumentados nos pacientes com CaP em relacdo ao grupo controle.
Porém, ap6s 3 meses do inicio da terapia antiandrogénica nos pacientes com cancer de
prostata metastético, houve diminuigdo no nivel de MDA plasmatico e aumento na atividade
de GST quando comparado ao estado inicial. Portanto, os autores concluiram que a terapia
antiandrogénica nos pacientes com CaP metastatico poderia diminuir o estresse oxidativo
nesses pacientes.

Um estudo publicado em 2004, MIYAKE e colaboradores avaliaram o dano oxidativo
do DNA (através da medicdo da 8-OHdG urinéria) em 82 pacientes com CaP, antes e ap0s
2 meses do tratamento, e em 33 homens saudaveis. Destes 82 pacientes, 42 foram
submetidos a prostatectomia radical e 40 receberam terapia hormonal. A proporcao de 8-
OHdG na urina em pacientes com CaP foi maior que no grupo controle. Houve uma reducéo
nos niveis de 8-OHdG urinario apds 2 meses de tratamento hormonal. Nos 42 pacientes que
foram operados, ndo houve alteracdo dos niveis de 8-OHdG pré e apdés 2 meses da
realizacdo da cirurgia. Esses achados mostram que o estresse oxidativo esta presente nos
pacientes com cancer e que a sua supressao poderia ser uma estratégia para inibir a
progresséo do CaP.

Em relagdo a evolucdo do cancer prostatico resistente a castracdo, SHIOTA e
colaboradores (2012) investigaram se o uso de antioxidantes poderia impedir a evolugéo
para o estado de resisténcia a castracdo. Estes autores realizaram um estudo prospectivo
com 31 individuos com CaP e que foram submetidos a prostatectomia radical, analisaram

culturas com ceélulas neoplasicas LNCaP e 22Rv1 in vitro; e inoculacdo dessas células
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neoplasicas LNCaP e células 22Rvl em ratos (espécie NCr-nu/nu). Os individuos foram
separados em um grupo submetido a terapia de supressdo androgénica neoadjuvante e
outro ndo. A cultura celular e a inoculacdo celular foram expostas ou ndo a andrégenos
(com e sem andrégenos e orquiectomia ou ndo). Foram também expostos a NAC (N-acetil-
cisteina, um antioxidante). As amostras dos tecidos e células prostaticas neoplasicas foram
submetidas a andlise imunohistoquimica para avaliar a expresséo do fator de transcricdo
TWISTL, YB-1 e de receptores de androgénios (AR). Esse trabalho demonstrou que a
terapia antiandrogénica leva a superexpressao dos fatores TWISTL, YB1 e dos receptores
de androgénios, fato que tende a progredir para a resisténcia a andrégenos. Além disso, nas
células expostas a NAC, observou-se a supressao do crescimento das células neoplasicas.
Isso poderia indicar que o estresse oxidativo teria um papel importante na evolugdo do
tumor e, que o uso de antioxidantes poderiam ter um papel na prevencdo da evolugéo para
a resisténcia tumoral antiandrogénica.

A relacdo de marcadores oxidativos na evolugdo pré-carcinogénica foi investigada
por BARROCAS e colaboradores (2011). Estes avaliaram os niveis de F2-isoprostanos na
urina de 496 pacientes que foram submetidos a bidpsia de prostata por suspeita de cancer.
Os pacientes que apresentaram cancer de préstata e neoplasia intraepitelial de alto grau
(les@o pré maligna) tinham niveis de F2-isoprostanos urinarios maiores do que os obtidos
em pacientes sem diagnéstico de cancer na bidpsia, sugerindo que o processo oxidativo
estaria presente nos casos evolutivos para a malignidade.

A analise de isoprostanos na urina de pacientes com cancer de prdstata também foi
realizada por BRYS e colaboradores (2012). Este estudo analisou niveis de 8-isoPGF,, (8-
iso prostaglandina F2-alfa) urinaria em 304 pacientes com cancer de prostata e o comparou
a um grupo controle de 233 individuos saudaveis. A amostra urinaria de 8-isoPGFy, foi
colhida antes da biépsia de préstata. Os pacientes com cancer foram divididos em 3 grupos
pelo Escore de Gleason (Grupo |: Gleason 2 a 4; Grupo II: Gleason 5 a 7; Grupo lll: Gleason
8 a 10) e pelo estadiamento da doenca apds a prostatectomia radical (pT1-2NOMO; pT3-
4ANOMO e pTxN1 ou M1). Foram encontrados niveis maiores de 8-isoPGF,, nos pacientes
com cancer em relagéo ao grupo controle. Em relagéo os niveis de 8-isoPGF,, ao Escore de
Gleason e estadio da doenca, os autores encontraram niveis maiores de 8-iSOPGF,, urinario
estatisticamente significativos em Escore de Gleason maior e em estadios mais avancados
gquando comparados a Gleason e estadios menores. Desta forma, os autores sugerem que o

estresse oxidativo desempenha um papel na fisiopatologia do cancer prostatico.
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1.7 Alteracdo do Estado Redox, Hiperplasia Prostatica Benigna e Cancer de
Prostata

Alguns estudos compararam o estado redox em pacientes com HPB e pacientes com
CaP (KAYA et al., 2017; SRIVASTAVA e MITTAL, 2005).

KLOTZ e colaboradores (1998) avaliaram a presenca de anticorpos contra a enzima
Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) por imunohistoquimica no tecido prostatico de 16
pacientes com CaP e compararam com a mesma técnica no tecido prostatico de 10
pacientes com HPB. O tecido neoplasico apresentou alto indice de iINOS, enquanto o tecido
benigno ndo. Com isso eles demonstraram que o iINOS poderia ser usada como marcador
na imunohistoquimica para o CaP. O autor sugere que a geracdo de NO no CaP poderia
causar citotoxicidade como resultado de um mecanismo de defesa imune. Isso levaria ao
aumento do fluxo sanguineo e promocao da angiogénese mediado por producgéo prolongada
e excessiva de NO e que posteriormente levaria a proliferagcdo celular neoplasica.

YILMAZ e colaboradores (2004) buscaram avaliar os niveis séricos de MDA, Cu
eritrocitario, Zn eritrocitario e a atividade do GSH-P e SOD entre pacientes com cancer de
prostata e HPB. Eles analisaram 21 pacientes diagnosticados com CaP de acordo com a
biopsia, 50 pacientes com HPB submetidos a resseccdo transuretral da préstata e 50
individuos saudaveis com idades entre 64 a 66 anos. Os pacientes com CaP foram divididos
clinicamente em 2 grupos pela classificacdo TNM: doenca 6rgao confinada (cT1-2NOMO) e
doenca avancada (2cT3). Também foram divididos em 3 grupos de acordo com a bidpsia:
bem diferenciado (Gleason 2 a 4); moderadamente (Gleason 5 a 7) e pouco diferenciado
(Gleason 8 a 10). Nos pacientes com céancer foi verificado que os niveis de MDA estavam
aumentados e os niveis de Zn estavam diminuidos em relagdo aos pacientes com HPB e
controle. A atividade do GSH-P e do SOD estavam diminuidas em relacdo ao grupo
controle. A analise comparativa de acordo com o estadiamento do tumor demonstrou que 0s
niveis de MDA estavam aumentados, enquanto 0s niveis do Zn e a atividade da SOD
estavam diminuidos nos pacientes com doenca avancada em relacdo a aqueles com
doenca 6rgdo confinada. Em relagdo ao nivel de indiferenciagdo tumoral avaliada pelo
Gleason, ndo houve diferenca na atividade da GSH-P. No entanto, a atividade do SOD e os
niveis de Zn foram menores e, os niveis de MDA maiores nos tumores pouco diferenciados
em comparacao aos tumores bem e moderadamente diferenciados. Os autores concluiram
que a atividade da SOD e da GSH-P e, os niveis de MDA e Zn poderiam ser ferramentas
adequadas para o diagndstico e acompanhamento dos pacientes com CaP.

SRIVASTAVA e MITTAL (2005) analisaram o estado pro-oxidante/antioxidante em 45

pacientes com CaP, 55 com HPB e 25 individuos controle. Foram observados elevados
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niveis de MDA e de atividade do GST em pacientes com CaP e HPB em comparagédo ao
grupo controle. No entanto, a concentracdo de GSH e a atividade de GSH-P foram menores
nos pacientes com CaP e HPB em comparacao ao grupo controle. Os autores sugerem que
a geracdo de radicais livres, como refletida pelo aumento da atividade de GST, e o dano
oxidativo, demonstrado pelo aumento dos niveis de MDA em CaP e pacientes com HPB,
poderiam ser utilizados como marcadores de progndstico para essas doencas.

AYDIN e colaboradores (2006) em um estudo longitudinal prospectivo na Turquia,
avaliaram marcadores de estresse oxidativo em pacientes com CaP e HPB. Foram
selecionados 25 pacientes recém-diagnosticados com cancer de prdéstata, 36 pacientes com
HPB e um grupo controle com 24 individuos saudaveis. Os pacientes com CaP e HPB nao
tinham histérico de nenhum tipo de tratamento prévio para as suas enfermidades. Foram
analisados os niveis eritrocitarios de TBARS, Cu, Zn, e a atividade das enzimas CuZn-SOD,
CAT e GSH-P dos 3 grupos. Este estudo encontrou concentracdes de TBARS aumentada e
atividade da GSH-P e Cuzn-SOD diminuidas em pacientes com CaP em rela¢do aos grupos
HPB e controle. Esses resultados demonstram que alterages na lipoperoxidacao lipidica e
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidante estéo presentes no CaP.

Posteriormente, no ano de 2009, este mesmo grupo de pesquisadores, avaliando
pacientes provenientes da Turquia e Macedobnia, avaliaram o estresse oxidativo/nitrosativo e
a atividade das enzimas antioxidantes em pacientes com CaP e HPB. Foram selecionados
312 homens de duas populag@es distintas: 163 individuos da Macedodnia (73 pacientes com
CaP, 67 com HPB e 23 individuos controles) e 149 individuos provenientes da Turquia (34
pacientes CaP, 100 com HPB e 15 individuos controle). Um padrao semelhante de alteracéo
nos parametros relacionados ao estresse oxidativo/nitrosativo foi encontrado nos dois
grupos estudados, macedoénios e turcos. Pacientes com CaP apresentaram aumento nos
niveis de MDA (avaliado pelo método por TBARS), NO2/NO3 (avaliados pelo método de
Griess) e cGMP e, reducdo da atividade da GSH-P quando comparados aos grupos
controles e HPB. Este estudo confirmou um desequilibrio no estado redox e revelou
aumento do estresse nitrosativo em pacientes com CaP (SARAFINOVSKA et al., 2009).

GOSWAMI e colaboradores (2007) investigaram niveis séricos de acido sialico, um
carboidrato presente na parte terminal de algumas proteinas inflamatérias de fase aguda.
Neste estudo, foram avaliados pacientes submetidos a bidpsia de préstata por suspeita de
cancer, sendo 10 com cancer e 10 pacientes sem céncer e com diagndstico de HPB na
biopsia. Dez individuos saudaveis foram categorizados como controle. Foram avaliados
niveis séricos de TBARS, niveis de proteina carbonilica, acido sialico sérico, proteinas totais

e PSA. Os autores encontraram nos pacientes com CaP, niveis de peroxidos lipidicos,
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proteina carbonilica e acido sialico significativamente aumentados em relagdo aos pacientes
do grupo controle e também em relagdo aos pacientes com HPB. Concluem que o dano
oxidativo € maior nos pacientes com CaP e que o0s niveis de &cido sialico poderiam ser um
marcador para diferenciar o HPB do CaP.

PACE e colaboradores (2010) analisaram marcadores oxidativos em amostra de
sangue de 15 pacientes portadores de HPB, 15 com CaP e 15 individuos controle. Foram
dosados niveis de peroxidos plasmaticos totais (método cromatogréafico), capacidade
antioxidante equivalente total (TEAC) e atividade de SOD. A TEAC foi menor nos pacientes
com CaP e HPB em relacdo ao grupo controle. Os niveis de peréxidos plasmaticos foram
maiores nos pacientes com CaP e HPB em relacdo ao grupo controle. Foi encontrada uma
correlacdo inversa entre peroxidos e TEAC em pacientes com HPB (r=-0.821; p=0,023).
Contrariamente, observou-se uma correlagdo direta entre 0s niveis de perdxidos
plasmaticos e a TEAC em pacientes com CaP (r=0.627;p=0,039). De acordo com os
autores, em pacientes com HPB, a atividade antioxidante é capaz de neutralizar o aumento
dos radicais livres (neste caso, 0s niveis de peréxidos) as custas do esgotamento dos niveis
de TEAC. Diferentemente, em pacientes com CaP, as defesas antioxidantes sédo capazes de
neutralizar o dano oxidativo (visto pela diminuigéo dos niveis de peroxidos) nas fases iniciais
da carcinogénese, levando a uma diminuicao dos niveis de TEAC. Esses dados confirmam
0 desequilibrio redox em pacientes afetados pela HPB e CaP e sugerem um potencial
envolvimento do estresse oxidativo como na patogénese dessas doencas.

KOSOVA e colaboradores (2014) determinaram os niveis séricos de MDA, 8-OHdG
e caspase-3 (sinalizadoras de apoptose celular) em 20 pacientes com HPB e 20 pacientes
com CaP. Os niveis de MDA e 8-OHdG estavam aumentados no grupo CaP quando
comparado ao grupo HPB. No entanto, os niveis de caspase-3 foram mais baixos nos
pacientes com CaP comparado com os de HPB. A perda da expressdo das caspases
levariam a um desequilibrio morte-proliferacdo celular e, consequentemente, participacao no
processo da carcinogénese da célula prostatica numa fase pré maligna. Os autores sugerem
que esses marcadores seriam importantes no diagndstico e monitoramento no tratamento
do céancer.

Um estudo recente publicado por KAYA e colaboradores (2017) compararam
parametros relacionados ao estresse oxidativo em 128 participantes com média de idade
entre 45 a 68 anos, sendo 30 pacientes com CaP, 41 com HPB, 26 pacientes com prostatite
e 30 individuos controles (saudaveis). Foram encontradas aumento de MDA nos pacientes
com CaP quando comparadas aos demais grupos. Observou-se também uma maior

atividade de CAT em pacientes com CaP quando comparados com HPB e com 0 grupo



25

controle. Estes dados mostraram um aumento do estresse oxidativo em pacientes com CaP
quando comparados com pacientes com HPB e grupo controle. Portanto, o desequilibrio
pro-oxidante/antioxidante parece levar a um aumento do dano oxidativo, consequentemente
desempenha um papel importante na fisiopatologia do HPB e CaP.

Concluindo, diversos estudos demonstram a presenca de estresse oxidativo em HPB
e CaP, tanto por aumento das ERO quanto pela deficiéncia do sistema antioxidante. Estes
estudos mediram diversos marcadores de estresse oxidativo com o HPB e CaP,
demonstrando que a maioria dos marcadores estdo aumentados no HPB e CaP em relacéo
a grupos controles. O marcador mais estudado para avaliar a peroxidacéo lipidica foi o
MDA, enquanto a atividade das enzimas antioxidantes foram CAT, SOD e GSH. Evidéncias
crescentes indicam que as ERO e ERN desempenham um papel importante na patogenia
da prostata, mas estudos ainda sdo necessarios para avaliar se esses parametros poderiam
ser usados para fazer um diagndstico diferencial ou prever o prognostico de pacientes com
CaP. Além disso, alguns autores destacam a limitagdo da comparacdo dos niveis de
estresse oxidativo dos pacientes com HPB e CaP com seus controles, ja que outros fatores
como obesidade, tabagismo, doencas metabdlicas concomitantes, habitos alimentares,
estilo de vida, poluicdo, radiagdo poderiam influenciar no balangco redox e,

consequentemente, serem fatores confundidores.

2. JUSTIFICATIVA

Em tempos de escassez de recursos financeiros e aumento da sobrevida da
populacdo, o cancer de préstata se tornou um grande problema de salde publica, ndo sé
pela sua grande incidéncia e prevaléncia, mas também pelo alto custo decorrente do seu
tratamento e de suas complicacBes. O aumento da longevidade populacional por si sé, criou
uma quantidade populacional enorme de doentes, que carecem de acompanhamento
médico e que s6 tende a aumentar com o envelhecimento da populacdo. Ha4 na comunidade
cientifica atual a busca de véarios biomarcadores (genéticos, laboratoriais, radiodiagndsticos)
para melhorar o diagnéstico e auxiliar no tratamento do CaP. Ao mesmo tempo que a taxa
de sobrevida global do doente com cancer de préstata diagnosticado e tratado em fases
precoce aumentou, cresce também o nimero de sobretratamento de tumores indolentes. Ou
seja, tém existido um aumento muito grande dos casos de pacientes tratados por CaP que
nao morreriam pela doenca. Isso tem elevado os custos decorrentes do tratamento (custos
laborais, financeiros, psicolégicos e sociais). Portanto, a necessidade de se encontrar um
biomarcador que possa diagnosticar precisamente o CaP e diferencia-lo de tumores

realmente agressivos e de progndstico fatal, se faz com extrema importancia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de marcadores de estresse oxidativo em pacientes com HPB, CaP e
individuos saudaveis. Nos paciente com CaP, verificar a associacédo dos biomarcadores com
fatores progndsticos.

3.2 Objetivos Especificos

- Comparar os marcadores de estresse oxidatitivo em pacientes com CaP, HPB e
individuos saudaveis;

- Determinar quais biomarcadores de estresse oxidativo estdo associados a
presenca de CaP e HPB;

- Verificar quais biomarcadores de estresse oxidativo diferenciam HPB de CaP;

- Propor modelos preditores de diagndstico e progndstico de CaP;
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4 SUJEITOS E METODOS

Delineamento do Estudo

Este é um estudo transversal onde foram selecionados 73 pacientes com diagndstico
de CaP confirmado por biopsia, recrutados pelo Ambulatério de Urologia do Hospital do
Céancer de Londrina e do Hospital Evangélico de Londrina, 67 individuos com HPB
recrutados pelo Ambulatério de Urologia do Hospital Universitario de Londrina e 64
individuos controles, selecionados entre pacientes que compareceram para o preventivo de
rotina em consultério particular.

O tamanho da amostra foi calculado para um poder estatistico de 80% e significancia
estatistica com p< 0,05, e com o objetivo de identificar uma diferenca estatistica nas
variaveis entre os grupos de pelo menos 10%. Foi utilizado o programa estatistico G Power
WindowsF.

Todos os participantes deste estudo foram selecionados, respeitando-se o0s
seguintes critérios:

a) critérios de inclusao:

- idade entre 35 e 69 anos;

- 0s participantes do grupo controle deveriam apresentar volume prostético de
até 30cm® (medidos pela ultrassonografia transabdominal) e PSA total < 1,5 ng/mL;

- pacientes com HPB deveriam ter a prostata com volume superior a 30cm?®
medida pela ultrassonografia;

- pacientes com CaP deveriam ter o diagnoéstico confirmado por biopsia.

b) critérios de excluséo:

- uso de medicamentos anti-inflamatorios;

- uso de suplementos antioxidantes;

- presenca de doencas inflamatérias agudas e/ou crdnicas;

- presenca de doencas infecciosas agudas e/ou cronicas;

- histéria prévia de outros canceres €;

- insuficiéncia renal crénica.

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

Analises Laboratoriais
A coleta de sangue dos pacientes foi realizada ap6s 8 horas de jejum. Todos os
pacientes com CaP, na data da colheita dos exames, tinham o diagndéstico ha pelo menos

60 dias (prazo médio entre o encaminhamento do servi¢o a data do tratamento oncologico).
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.500 rpm e o plasma aliquotado e
congelado a -80°C para posterior avaliacdo. As hemécias foram lavadas 3 vezes com

solucgédo salina 0,9% e utilizadas para avaliacao de estresse oxidativo.

Andlises Imunol6gicas e Hematolégicas

A determinacdo de PSA total e sua fracdo livre foram realizados por
quimioluminescéncia em microparticulas no equipamento Architect (Architect, Abbott
Laboratory, Abbott Park, IL, USA). Os niveis séricos de Proteina C Reativa (PCR) de alta
sensibilidade foram determinados por turbidimetria. A velocidade de hemossedimentagéo
(VHS) foi avaliada por automacao (Ves-MaticCUBE 30, DIESSE, Siena, Italy). A analise de
ferritina foi efetuada em um auto-analisador bioquimico (Dade AR®), utilizando-se kits Dade
Behring®.

Avaliacdo do Estresse Oxidativo

- QUIMILUMINESCENCIA INDUZIDA POR T-BUTIL HIDROPEROXIDOS (QM): os
niveis plasmaticos e eritrocitarios de hidroperdxidos lipidicos foram avaliados por
quimioluminescéncia induzida por tert-butil hidroperéxido de acordo com a metodologia
proposta por Flecha e colaboradores (1990). A QM estimulada por t-butil hidroperéxido foi
empregada para analisar a integridade dos mecanismos de defesa antioxidante nao
enzimaticos e os niveis de lipoperoxidos. A avaliacdo plasmatica avalia principalmente a
formacdo de hidroperéxidos lipidicos oriundos da oxidacdo de particulas de LDL oxidada
enquanto a avaliagcdo eritrocitaria avalia principalmente a lipoperoxidacdo de lipideos
presentes na membrana celular (Siméo et al., 2006).

- DETERMINACOES DE PROTEINA CARBONILICA PLASMATICA: foram
determinados de acordo com o método de Levine e colaboradores (1990). Os valores foram
expressos em nmoles/mg de proteina.

- DETERMINA(;OES DE PRODUTOS AVANCADOS DA OXIDA(;AO PROTEICA
(AOPP): foram determinados no plasma de acordo com o0 método proposto por Witko-Sarsat
e colaboradores (1998). Os valores foram expressos em pmoles/L de equivalente de
cloramina.

- CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PLASMATICA: foi determinada no plasma
e nos eritrocitos de acordo com a metodologia de TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant
Parameter) segundo Repetto e colaboradores (1996). Esta metodologia detecta
antioxidantes hidro e lipossolUveis presentes no plasma. Os resultados foram expressos em
uM de Trolox/MG.
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- DETERMINACAO DE GRUPAMENTOS TIOIS PROTEICOS: A quantificacdo de
grupamentos Tiois (SH) de proteinas foi avaliado no plasma por espectrofotometria, de
acordo com o método descrito por Hu (1994). Esta técnica baseia-se na reacéo do 4cido 2,2
ditiobisnitrobenzdéico (DTNB) com o grupo tiol das proteinas, como descrito previamente por
REZNICK e PACKER (1994). Os resultados foram expressos em uM.

Anélise Estatistica

O teste de Andlise de Variancia (ANOVA) foi utilizado para avaliar as diferencas
entre os grupos. A analise das tabelas de contingéncia (X2-teste) foi utilizada para verificar
associagcbes entre as variaveis nominais. Foi realizada a analise de regressado logistica
binaria para delinear as variaveis mais significativas que predizem o CaP versus controles
e/ou a HPB, ajustando para possiveis fatores confundidores (incluindo idade, sexo, MetS). O
modelo linear geralizado multivariado (GLM) foi utilizado para avaliar os efeitos de variaveis
explicativas (incluindo o diagnéstico) sobre os biomarcadores, sendo controlado para
possiveis fatores confundidores. Testes para efeitos entre individuos foram usados para
avaliar os efeitos de variaveis explicativas significativas nos biomarcadores separadamente.
A média marginal estimada do modelo estimado (SE) foram calculados com base na analise
GLM multivariada e andlises posthoc protegidas e foram empregadas para verificar as
diferencas entre o CaP, o HPB e os controles. Os resultados de mdltiplas comparacdes
foram corrigidos para falsas taxas de descoberta (BENJAMINI e HOCHBERG, 1995). A
analise ROC foi usada para calcular a area sob a curva ROC (AUC ROC). As analises
estatisticas foram realizadas usando o IBM SPSS Windows versdo 22.0. Os testes foram
bicaudais e um nivel alfa de 0,05 indicou um efeito estatisticamente significativo. Support
Vector Machine (SVM) com fun¢édo de base radial do nicleo foi usada para calcular os
casos de CaP e de controle corretamente classificados usando biomarcadores como

variaveis explicativas (Unscrambler) ap6s 10 vezes de validacao cruzada.
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5. RESULTADOS
Os resultados desta dissertacao foram apresentados no artigo intitulado “Thiol Group
as a Biomarker for the Diagnosis and Prognosis of Prostate Cancer” que sera submetido

posteriormente a periodico cientifico com QUALIS Al ou A2.
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Thiol Groups as a Biomarker for the Diagnosis and Prognosis of Prostate

Cancer

ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress (OS) may trigger the development of prostate carcinoma
(PCa). The aims of this study are to identify OS biomarkers which could help diagnose and

prognose for PCa.

Subjects and Methods: This prospective case-control study recruited 204 subjects, 73
patients with PCa, 67 patients with prostatic benign hyperplasia (BPH), and 64 healthy
volunteers (HC). Clinical examination, prostate-specific antigen (PSA) test and assays of
Tert-Butyl Hydroperoxide-Initiated Chemiluminescence (CL-LOOH), plasmatic carbonyl
protein (PCB), advanced oxidation protein products (AOPP), total radical-trapping

antioxidant parameter (TRAP) and protein thiol groups (SH) were performed.

Results: PCa was significantly associated with PSA/OS biomarkers explaining 43.2% of their
variance. PCa was characterized by lowered SH and red blood cell TRAP levels and higher
PSA, AOPP and PCB levels as compared with BPH or HC. Support vector machine with 10-
fold cross-validation showed that both PSA values together with SH, PCB and AOPP yielded
a training accuracy of 97.8% and a validation accuracy of 96.34% for the differentiation of
PCa from BPH and HC. The areas under the ROC curve using PSA and SH with or without
PCB and differentiating PCa from BPH and controls were both 0.945. Lowered SH is

associated with metastasis and high risk groups for progression.

Conclusion: This study shows a robust association between OS biomarkers and PCa and its
progression. An algorithm based on SH and PSA values may be used to differentiate patients
with PCa from those without.

Key Words: Plasma thiol groups; oxidative stress; prostate cancer; benign prostatic
hyperplasia.
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Introduction

Benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate cancer (PCa) are the most frequent
prostatic diseases in aging men. After non-melanoma skin cancer, PCa is the most common
malignancy in men. Age represents the major risk factor for the occurrence of BPH as well as
PCa. Other reported risks factors in PCa are familial history [1], genetic background [2,3],
ethnicity [4], lifestyle and habitual dietary intake [5] and obesity [6]. The hypothesis of
chronic prostatic inflammation as a risk factor is debated and could be considered one of the
possible conditions associated with BPH, PCa or both [7,8]. However, Metabolic Syndrome
(MetS) has been related to BPH but not to PCa [9]. In PCa patients, the presence of MetS
seems to be related to more aggressive tumors [10].

Oxidative stress (OS) is one of the mechanisms that trigger the development and
progression of BPH [11] and PCa [12,13]. In addition, increased age is also associated with
activated OS pathways [14]. Reactive oxygen species (ROS) are associated with
carcinogenesis through structural DNA damage, interaction with oncogenes or tumor
suppressor genes and/or immunological mechanisms [11,15]. In addition, ROS could be
responsible for the formation of DNA adducts, for example with malondialdehyde (MDA), a
product of the peroxidation of polyunsaturated fatty acids. Any oxidative lesion which is not
repaired can lead to mutations, increasing the risk of carcinogenesis and the extent of ROS-
induced oxidative damage can be exacerbated by a decreased efficiency of antioxidant
defense mechanisms [16].

Some studies have found increased levels of MDA in patients with BPH and PCa
when compared with HC [17,18]. Meanwhile, the level of total SH is associated with aging
and progression of PCa. A comparison of the levels of SH, an important participant in the
antioxidant system, in BPH and PCa showed that aging influences a moderate reduction of
SH in BPH patients, while in PCa patients, concentration was significantly lower [19].

In the initial stages of the PCa, differential diagnosis with BPH is not an easy task
[20]. Increased tPSA values, which is the most frequent laboratorial biomarker used to
identify prostatic changes [21], has moderate sensitivity to discriminate the two conditions as
well as for identifying metastasis prediction [22].

The search for new biomarkers to differentiate BPH and PCa as well as to differentiate
indolent prostate cancer from the more aggressive subtype is necessary. In addition, the side-

effects of treatment for indolent tumors may cause increased morbidity as well as worsening
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quality of life without improving overall global survival, whilst treatment delay may lead to
incurable disease [23]. The examination of OS pathways in the pathogenesis of BPH and PCa
may delineate the mechanisms that contribute to the pathogenesis of PCa and may provide
new drug targets to treat PCa.

Hence, the main goal of this study is to identify biomarkers of OS that could
differentiate BPH and PCa. The second goal is delineate which OS stress biomarkers may be
used, in the clinical practice, as predictors of PCa prognosis to improve the sensitivity and
specificity of existing biomarkers.

Subjects and Methods

This is a prospective case-control study that consisted of 204 subjects, 73 patients with
PCa diagnosed at the Uro-Oncology Clinic of the Cancer Hospital of Londrina and 67 patients
with BPH diagnosed at the Urology Clinic of the Evangelical Hospital of Londrina; 64
healthy volunteers participated in the study as the control group (HC). Patients included in
this study were diagnosed with PCa based on histological evaluation (positive biopsy results)
and the blood collected occurred until one week before the surgery. Only 9 patients had
metastasis (12%). BPH patients had prostate volume greater than 30 cm® (measured by
transabdominal ultrasound) and all were followed at the Urology Ambulatory. Informed
consent was given by all the patients included in this work. The Human Ethics Committee
from the State University of Londrina approved the protocol of the study (CAAE
56182916.7.0000.5231). PCa group was subdivided according to the risk stratification
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines [24]: AV groupl: very low
and low risk group; AV group2: favorable and unfavorable intermediate risk group; AV
group3: high and very high risk group. All participants of this study were selected according
as inclusion criteria: a) age within 35 to 69 years; b) the participants in the HC had prostate
volume until 30 cm® (measured by transabdominal ultrasound) and tPSA < 1.5 ng/mL.
Exclusion criteria were: a) use of anti-inflammatory drugs; b) use of antioxidant supplements;
c) presence of inflammatory diseases and/or acute or chronic infection; d) prior history of
other cancers and; e) chronic renal insufficiency. MetS was defined following the Adult
Treatment Panel 111 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
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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 [25].
Anthropometric measurements

Body weight was measured prior to blood collection, using electronic scales accurate
to 0.1 kg, with patients wearing light clothing 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 was measured with a soft tape in the
region between the last rib and the iliac crest, always in the orthostatic position.

Laboratorial analysis

The samples of all biochemical and oxidative stress analysis were taken with EDTA as
anticoagulant and antioxidant. Collecting tubes with a standard anticoagulant concentration
(0.5 mL of EDTA for each 4.5 mL of the blood sample) were used for collection. Samples
were centrifuged at 3000 rpm for 15 min and stored in plasma and serum aliquots at -70 °C
until used in laboratory tests. tPSA and fPSA were performed by microparticle
chemiluminescence in the Architect (ABBOTT®) equipment. Serum levels of high sensitivity
C-reactive protein (hsCRP) were determined by turbidimetry. Erythrocyte sedimentation rate
(ESR) and, ferritin and uric acid levels were determinated by auto-analyser Ves-MaticCUBE
30® and Dade Behring® equipments respectively.

Analysis of Tert-Butyl Hydroperoxide-Initiated Chemiluminescence (CL-LOOH)

Lipid hidroperoxides were evaluated as described by FLECHA et al., 1991 [26]. The
results were expressed in relatives light units (RLU).
Determinations of plasmatic carbonyl protein (PCB)

The method used for its quantification in plasma was spectrophotometric, based on the
reaction of 2,4-dinitrophenylhydrazine with the carbonyl group, forming 2,4-
dinitrophenylhydrazone, according to the technique described by REZNICK and PACKER,
1994 [27]. The results were expressed in nMI/mg of total proteins.

Determination of advanced oxidation protein products (AOPP)
It was determined according to the method of WITKO-SARSAT et al., 1998 [28]. The

values were expressed in uM/L of T-chloramine equivalent.
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Total plasma antioxidant capacity

It was evaluated by TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter) methodology
described by REPETTO et al., 1996 [29]. The methodology detects hidro and liposoluble
antioxidants present in the plasma. The results were expressed in uM of Trolox.
Determination of protein thiol groups (SH).

The quantification of SH of proteins was determined by spectrophotometry, according
to the method described by Hu [30]. This technique is based on the reaction of the 2,2-
dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB) with the thiol group of proteins, such as described by
REZNICK AND PACKER, 1994 [27]. The results were expressed in uM.
Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was used to assess between-group differences in scale
variables. Analysis of contingency tables (X*-test) was used to check associations between
nominal variables. We used binary logistic regression analysis to delineate the most
significant variables predicting CAP versus controls and or BPH while adjusting for possible
confounders (including age, MetS, BMI). Multivariate general linear model (GLM) analysis
was used to assess the effects of explanatory variables (including diagnosis) on the
biomarkers while controlling for possible confounders. Tests for between-subject effects were
used to assess the effects of significant explanatory variables on the separate biomarkers.
Model-estimated estimated marginal mean (SE) values were calculated based on the
multivariate GLM analysis and protected post hoc analyses were employed to check
differences between PCa, BPH and HC. We p-corrected results of multiple comparisons for
false discovery rate (BENJAMIN and HOCHBERG, 1995) [31]. Receiver Operating
Characteristics (ROC) analysis was used to compute the area under the ROC curve (AUC
ROC). Statistical analyses were performed using IBM SPSS Windows version 22. Tests were
2-tailed, and an alpha level of 0.05 indicated a statistically significant effect. Support Vector
Machine (SVM) with radial basis kernel function was used to compute the correctly classified
CAP and control cases using biomarkers as explanatory variables (The Unscrambler) after 10-
fold crosss-validation.
Results
Demographic data

Table 1 shows the demographic, clinical and biomarker data in HC, BPH and PCa
patients. BPH and PCa patients were somewhat older than normal controls while there were



36

no significant differences in familial history of PCa, BMI, smoking rate, hypertension, and
diabetes between the three groups. There were significantly more non-Caucasians people in
the PCa group as compared with the BPH and control group, while BPH was associated with
a greater rate of MetS as compared with controls. This table also shows the measurements of
the PSA, O&NS and immune-inflammatory biomarkers in the three study groups. Table 1
shows the results of simple ANOVAs with protected post-hoc analysis but without any
adjustment for the effects of extraneous variables. Therefore, we would suggest focusing on
Tables 2 and 3 to interpret the adjusted biomarker data.

The intercorrelation matrix between the biomarkers showed that tPSA was
significantly associated with LOOH in RBCs (r=0.157, p=0.028, n=196), AOPP (r=0.172,
p=0.014, n=203), SH (r=-0.527, p<0.001, n=204), and TRAP in RBC (r=-0.298, p<0.001,
n=151). Figure 1 shows the strong association between tPSA and SH values. There was a
significant relationship between fPSA and tPSA (r=0.825, p<0.001, n=204), SH (r=-0.422,
p<0.001, n=204) and TRAP in RBCs (r=-0.243, p=0.003, p=151). Uric acid was significantly
and positively correlated with TRAP in plasma (r=0.539, p<0.001, n=181), but less with
TRAP in RBCs (r=0.177, p=0.030, n=151). AOPP was significantly correlated with PCB
(r=0.211, p=0.003, n=201). There was only a modest correlation between TRAP in plasma
and RBCs (r=0.200, p=0.014, n=151). tPSA and fPSA were not significantly associated with
any of the immune-inflammatory variables (CRP, ferritin, ESR, WBCs). SH levels were
significantly associated with ESR (r=-0.279, p<0.001, n=194) and Hb (r=-0.334, p<0.001,
n=195) (data not shown).

Differences in biomarkers between PCa, BPH and HC

Figure 2 shows the values of PSA / O&NS biomarkers (all in z values) in HC and
patients with BPH and PCa. Table 2 shows the results of multivariate GLM analysis with the
biomarkers as dependent variables while adjusting for background variables including age,
BMI and MetS. The TRAP data were assessed separately because TRAP was measured in a
subset only (which would yield a considerable lowered number of df’s). Also the immune-
inflammatory markers were entered separately because they reflect another construct.
Multivariate GLM analysis #1 shows that diagnosis (HC vs BPH vs PCa) was significantly
associated with PSA/O&NS biomarkers explaining 43.2% of the variance (after adjusting for
age, BMI and MetS). Diagnosis had a significant impact on tPSA (46.7% of the variance),
fPSA (18.9%), SH (37.5%), AOPP (11.0%), PCB and LOOH in RBCs (both <10.0%). These
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differences (as well as those in both TRAP levels) remained significant after p-correction.
Table 3 shows the model-generated estimated marginal means of the significant biomarkers
as well as the results of post-hoc comparisons. tPSA and fPSA were significantly different
between the three subgroups and increased from HC - BPH -> PCa. SH levels were
significantly lower in PCa than in HC and BPH, whereas there were no significant differences
between BPH and HC. AOPP was significantly increased in BPH and PCa as compared with
HC, whereas PCB was higher in PCa than in HC and BPH. LOOH levels in RBCs (but not
plasma) were significantly higher in both BPH and PCa than in HC. Multivariate GLM
analysis #2 and Table 3 shows that diagnosis had a significant impact on TRAP in RBCs (but
not plasma) with lower TRAP levels in PCa than in HC. Multivariate GLM analysis #3 (Table
2) shows that there were no significant effects of diagnosis on the immune-inflammatory
biomarkers.

Effects of background variables

Age is significantly associated with tPSA (r=0.311, p<0.001, n=204), fPSA (r=0.328,
p<0.001, n=204) and SH (r=-0.402, p<0.001, n=204). BMI is significantly associated with
tPSA (r=-0.158, p=0.024, n=203), fPSA (r=-0.177, p=0.011, n=203), LOOH plasma (r=-
0.227, p=0.001, n=203), and uric acid (r=0.224, p=0.001, n=203). ESR was significantly
associated with age (r=0.174, p=0.016, n=194) and BMI (r=0.195, p=0.004, p=193) (data not
shown).

Multivariate regression #1 (Table 2) shows that not only age, but also MetS and BMI
had a significant impact on tPSA and O&NS biomarkers. AOPP was significantly higher in
subjects with MetS than in those without MetS (F=15.93, df=1/186, p<0.001). Age was
significantly associated with SH (F=10.02, df=1/186, p=0.002, R?*=0.051) and AOPP (F=5.73,
df=1/186, p=0.018, R*=0.030), while BMI was correlated with uric acid (F=8.46, df=1/186,
p=0.004, R?=0.043). We found no significant effects of familial anamnesis of PCa on the
dependent variables listed in table 2 (F=1.57, df=1/180, p=0.136). There was a significant
effect of ethnicity on SH groups (F=5.46, df=1/187, p=0.020) with lower SH levels in black
people (mean in z-values=-0.389, SE=0.193) than in Caucasians + Asians (mean=+0.090,
SE=0.069) (data not shown).

We have also examined possible effects of the drug state of the patients; 19 subjects
were treated with doxazosine, 7 with finasteride, 84 with antihypertensive drugs, 30 with
hypercholesterolemia drugs, 23 with hypoglycemic drugs and 16 with non-steroidal anti-
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inflammatory drugs (NSAIDs). Introducing these drug state variables in Regression #1
showed that doxazosine (F=0.77, df=8/173, p=0.629), finasteride (F=0.19, df=8/173,
p=0.992), antihypertensive drugs (F=0.28, df=8/173, p=0.972), hypercholesterolemia drugs
(F=0.72, df=8/173, p=0.68), hypoglycemic drugs (F=1.68, df=8/173, p=0.106) and NSAIDs
(F=1.52, df=8/173, p=0.153) had no significant effects, while the effects of diagnosis
remained significant (F=14.89, df=16/348, p<0.001). In addition, all tests of between-subject
effects of all drug state variables on tPSA / O&NS biomarkers were non-significant, except a
positive association (without p-correction) between NSAIDs and fPSA (F=4.71, df=1/,
p=0.031). There were no significant effects of the drug state variables on both TRAP values
and the immune-inflammatory variables. Finally, there were no significant effects of smoking
and diabetes on any of the biomarkers examined (data not shown).
Prediction of PCa using the biomarkers

Table 4 shows the results of binary logistic regression analyses with PCa as dependent
variable and either BPH or BPH+HC as reference group. Regression #1 shows that PCa
(versus BPH+HC) was significantly predicted using tPSA, SH and age as explanatory
variables (X?=153.09, df=3, p<0.001, Nagelkerke=0.724, 85.8% of all cases were correctly
classified with a sensitivity of 79.5% and a specificity of 89.3%). Without age (Regression
#2) a similar prediction was established (X?=149.47, df=2, p<0.001, Nagelkerke=0.713;
whereby 87.3% of all cases were correctly classified with a sensitivity of 82.2% and a
specificity of 90.1%). As a consequence, we have computed a new z weighted composite
score as z value of tPSA (zPSA) — zSH (reflecting the ratio between both variables). This
ratio yields a comparable result (X?=149.40, df=1, p<0.001, Nagelkerke=0.713, 88.2% of all
cases were correctly classified with a sensitivity of 83.6% and a specificity of 90.8%).
Regression #3 shows that a somewhat better prediction of PCa was obtained using tPSA and
SH combined with PCB (X?=144.89, df=3, p<0.001, Nagelkerke=0.761, 91.1% of all cases
were correctly classified with a sensitivity of 85.7% and a specificity of 94.0%). The same
three variables yielded also a good prediction (Regression #4) of PCa versus BPH (X?=87.62,
df=3, p<0.001, Nagelkerke=0.676, 87.1% of all cases were correctly classified with a
sensitivity of 87.3% and a specificity of 86.9%). In comparison, Regression #5 shows that a
familial history of PCa, ethnicity, PCB, SH and tPSA significantly predicted PCa versus
BPH+HC (X*=162.79, df=5, p<0.001, Nagelkerke=0.762, 89.1% of all cases were correctly
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classified with a sensitivity of 81.7% and a specificity of 93.1%). Age was not significant in
this regression (p=0.093).

Table 5 shows the results of ROC analyses separating PCa from BPH+ HC or PCa
from BPH. The best separations was obtained for the combination of a familial history of
PCa, ethnicity, PCB, SH and tPSA (are under the ROC curve 0.950), followed by the z
composite score zPS — zSH and tPSA, SH and PCB (both have an area under the ROC curve
of 0.945).

Associations among tPSA with SH, outcome and severity.

Subsequently we have examined the associations between the biomarkers and different
outcome and severity of PCa, including metastasis, rectal examination, AV groups (risk
stratification according NCCN Guidelines), prostate size and ultrasound. Figure 3 shows the
biomarkers in patients with metastasis versus all other participants. Inspection of this graph
shows that SH, but not tPSA, and ESR and Hb show some differences between both groups.
Univariate GLM analysis (with age, BMI and MetS as covariates) shows that SH groups are
significantly lower in those with (mean z score=-1.80 v0.280) than without (mean=+0.092
v0.060) metastasis (F=43.07, df=1/198, p<0.001, partial eta squared=0.179). Table 4,
Regression #6 shows that SH performed well discriminating both groups (X?=41.76, df=1,
p<0.001, Nagelkerke=0.572) whereby 97.1% of all cases are classified correctly with a
sensitivity of 50% and a specificity of 99.5%).

Figure 4 shows the biomarkers in those with a suspicious digital rectal examination
versus a normal examination. Univariate GLM analyses show that tPSA (F=30.71, df=1/198,
p<0.001, partial eta squared=0.134), SH (F=19.38, df=1/198, p<0.001, partial eta
squared=0.126) and AOPP (F=13.59, df=1/198, p<0.001, partial eta squared=0.065) were
significantly associated with a suspicious digital rectal examination. Table 4, Regression #7
shows that SH, tPSA, AOPP and MetS were associated with a suspicious digital rectal
examination (X°=49.56, df=4, p<0.001, Nagelkerke=0.336). However after bootstrapping
(2000 bootstraps) tPSA was no longer significant (p=0.06), while SH, AOPP and MetS
remained significant. Figure 5 - Univariate GLM analysis shows that AV group 3 (risk
group3) is characterized by lowered SH values (F=8.91, df=1/60, p=0.004) and higher ESR
(F=9.03, df=1/60, p=0.004) than AV groups 1+2.

Table 6 shows the results of multiple regression analysis predicting prostate volume

(in cubic centimeter). The best prediction of prostate volume was obtained using age in
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combination with LOOH in RBCs explaining 34.0% of the variance (Regression #1), whilst
SH levels were also significant and explained 9.1% of the variance (Regression #2). We
found that 15.5% of the variance in ultrasound volume was explained by age and LOOH in
plasma combined (Regression #3). Regression #4 shows that in patients with PCa, tPSA| was
predicted by lower SH levels, increased PCB and increased prostate volume (27.5% of the
variance). Regression #5 shows that in all participants combined tPSA was significantly
predicted by ethnicity, age and familial anamnesis of PCa (13.5% of the variance)
Discussion

The main findings of this study are: a) PCa is characterized by lowered plasma SH and
red blood cell TRAP levels and higher plasma AOPP and PCB levels as compared with BPH
or control subjects and; b) OS biomarkers may be used together with tPSA as external
validating criterion for PCa. Importantly, 10-fold cross-validation showed that both tPSA and
fPSA values together with SH, PCB and AOPP yielded a validation accuracy of 96.34% when
differentiating PCa from BPH and HC. In the clinical practice, lowered SH may be combined
with higher tPSA values to externally validate the diagnosis of PCa versus BPH and HC or
versus BPH alone with an area under the ROC curve of 0.945 and 0.902, respectively.
Moreover, the increased OS and lowered antioxidant defenses, including lowered SH and
TRAP in red blood cells, could contribute to the pathophysiology of PCa and BPH.
Antioxidant Defenses in PCa and BPH

The main finding of our study is that SH groups are significantly decreased in PCa as
compared with HC and BPH subjects. SH is a highly active form of reduced sulphur in
biomolecules. It is present in amino acids such as cysteine and it is sensitive to redox
reactions. When oxidated, form disulphide bounds (S-S) and it can reduced to SH again. This
dynamic form, called SH-disulphide homeostasis, is crucial in several processes such as
antioxidant defense, detoxification, cell signaling, transcription mechanisms, protein
regulation and apoptosis. Malfunctions of redox-dependent transcription factors such as
nuclear factor NF-kappa B, p53 and protein-1 activator due to SH/disulphide redox imbalance
may lead to changes in cell proliferation, differentiation and apoptosis [32]. Thus, alterations
in these mechanisms may develop various diseases such as diabetes, cardiovascular diseases,
rheumatoid arthritis and cancer [33]. In addition, previous studies have also reported
decreased SH levels in other types of cancer, such as in advanced non-small cell lung cancer
[34] and advanced gastric adenocarcinoma [35]. However, a previous study found an increase
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of non-protein SH levels (GSH, Reduced Glutathione) in plasma and erythrocytes in PCa
patients, mainly in presence of bone metastasis. The authors suggested that the increased
levels could be a compensatory mechanism to prevent tissue damage caused by oxidative
stress [36]. In plasma, proteins SH levels are more abundant than glutathione, representing
approximately 70% of total intracellular pool of reduced SH. However, GSH levels in plasma
are very low and do not reflect all SH groups [37]. Thus, it is possible that contradictory
results are due to differences in the methods used. In addition, in the present study most of
PCa patients (88%) did not have metastasis. Interestingly, in our study there was a strong
association between total PSA and SH levels. One hypothesis is that increased PSA peptidase
activity could have caused lowered SH levels. But the PSA activity involves serine proteinase
and not cysteinases [38,39]. Therefore, PSA levels would be more related to tumor
aggressiveness/volume instead SH/disulphide imbalance.

Some studies reported decreased antioxidants defenses, other than SH groups, both in
PCa and BPH [19]. For example, several studies have evaluated antioxidant enzymes activity,
such as superoxide dismutase (SOD) and catalase in patients with PCa metastasis [36,40].
However, few reports measured total antioxidant capacity, which reflects the cumulative
effects of all antioxidants in the plasma, thereby providing an integrated parameter of
antioxidant defenses [41]. In this respect, we measured TRAP in plasma and erythrocytes and
found that TRAP in erythrocytes, but not in plasma, was decreased in patients with PCa as
compared with BPH and HC. In contrast, a previous study demonstrated that antioxidant
status, evaluated by TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), was reduced in plasma
of PCa patients when compared with BPH and HC [43]. In addition, PANDE and colleagues
(2013) [13] reported that patients with advanced stages of PCa had a reduction in TEAC,
suggesting increased antioxidants consumption.
Lipid and protein oxidation in PCa and BPH

In prostate disease, the lipid peroxidation data are controversial and most authors
measured TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) or MDA levels. Lipid
peroxidation measured by TBARS in erythrocyte lysates was increased in BPH patients when
compared with HC [43,44]. In addition, MDA levels were higher in BPH patients than HC
[40,17,45,46] and strongly correlated with tPSA [17]. However, other studies found similar
circulating MDA levels in BPH patients and HC [47]. In the present study, PCa and BPH

patients had increased lipoperoxidation showed by enhanced lipid hydroperoxides levels in
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erythrocytes. In addition, we evaluated lipoperoxidation by CL-LOOH (Tert-Butyl
Hydroperoxide-Initiated Chemiluminescence), a methodology more sensitive and specific
[48] than TBARS. Hydroperoxide is an initial product while MDA is a final product of the
oxidation process. We are not aware of any study, which has evaluated lipid hydroperoxides
in PCa and BPH patients.

However, the results of the present study did not show an increase in plasma
lipoperoxidation. Our data are in agreement with a previous study that showed no difference
in lipoperoxidation between PCa and BPH [49]. It’s possible that lipoperoxidation in
erythrocytes is more prominent than in plasma since erythrocytes are more exposed to oxygen
tensions, have more fatty acids and a higher content of catalyzers in the oxidative stress
production, such as iron [43].

In relation to protein oxidation, data from literature are scarce. A previous large nested
case-control study demonstrated that there were no significant association between PCa risk
or its aggressiveness and serum levels of protein carbonyl (PCB) [50]. On the other hand,
PANDE and colleagues (2013) [13] demonstrated that PCB levels increased in patients with
PCa compared to HC. In the current study, we demonstrated the increase of PCB and AOPP,
which reveals different stages of protein oxidation. PCB may be formed by the oxidation of a
few amino acid side chains via the addition of aldehydes such as those generated from lipid
peroxidation. PCB is an initial and reversible product from protein oxidation and was
increased in PCa when compared with the BPH and HC. In addition, PCa group had higher
PCB levels than BPH group. On the other hand, AOPP is a final and irreversible product and
increased in both, PCa and BPH groups.

Oxidative stress in PCa could be associated with the inflammatory process [11], but
the mechanism is complex. Prostate tissue damage and oxidative stress generated from
inflammation could lead to compensatory cellular proliferation with the resulting hyperplastic
growth [51]. Prostatic inflammation is suggested to be involved in PCa pathogenesis and
progression inciting carcinogenesis by causing cell and DNA damage and promoting cellular
turnover. Inflammation could be caused by infection, urine reflux, hormones, and immune
response [52,11]. However, in the present study we did not find significant links between
oxidative stress and inflammation. Serum inflammatory markers (ferritin, ESR, CRP) in this

study were not altered and no significant differences among PCa, BPH and HC were found,



43

suggesting that OS could be involved in physiopathology of PCa, independently of immune-
inflammatory processes.
Oxidative stress and staging of PCa

Interestingly, our study found that there was a strong association between a suspicious
rectal examination and lowered levels of SH groups (explaining 12.6% of the variance) and
AOPP (explaining 6.5% of the variance), whereas the association with tPSA was no longer
valid after bootstrapping. Also, these findings suggest a pathogenic role of SH and AOPP in
PCa. As such, our algorithm comprising SH groups and tPSA may be used to differentiate
BPH from PCa in subjects with suspicious digital rectal exam. Likewise, prostate volume was
predicted by pre-surgery values of SH and LOOH in red blood cells, but not tPSA. In this
respect, increased levels of tPSA were significantly predicted by lowered SH, increased PCB
and prostate volume, indicating that SH groups and OS processes are involved in BPH, cancer
development and increased production of tPSA. Moreover, our results show that lowered SH
groups predict a high risk as indicated by the association of SH with metastasis (although only
nine patients with metastasis were included) and AV risk group 3. Previously, it was shown
that progressive stages in PCa are associated with more detrimental redox equilibrium [13]. In
addition, it was reported that increased ROS levels are closely linked to the accelerated
formation of metastasis [53].

Limitations of the study

In the present study, BPH and PCa patients were somewhat older and they showed a
higher frequency of MetS, factors that could have influenced the results. Nevertheless, our
data were statistically adjusted for possible effects of these and other extraneous variables
while age, BMI and MetS has a moderate effects (around 10% of the variance) on the
biomarkers, whilst diagnosis yielded a highly significant effect (explaining 43.2% of the
variance). The effects of age on tPSA and SH (explaining around 10-16% of the variance) do
not intervene with their diagnostic performance for PCa because tPSA, SH and PCa are all
three associated with increasing age.

The presence of a greater number of patients with MetS in BPH group is consistent
with findings in the literature that have related the pathophysiology of metabolic imbalance
with the predisposition of BPH [54]. However, in PCa, data have been contradictory. GACCI
and colleagues (2017) [10] in a meta-analysis comprising 24 studies including 132.589
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participants concluded that patients with PCa and MetS had worse prognosis and more
aggressive tumors, but the risks were not associated with each other.
Conclusion

This study showed a robust association between SH-groups, OS biomarkers and PCa
and its prognosis. SH levels combined with tPSA may be used as an external validating
criterion for PCa and to differentiate PCa from BPH in patients with suspicious digital rectal
exam. This is the first study to propose models using oxidative stress biomarkers and clinical
and laboratory data to predict prognosis in PCa. If other reports confirm our results, new
drugs could be tried with SH as targets.
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Table 1. Demographic, clinical and biomarker data in controls, patients with prostate hyperplasia (BPH)
and prostate carcinoma (PCa)

BPH®

PCa‘

F/X?

VARIABLES Healthy Controls df p
(HC)
Age 51.7 (8.6) ¢ 63.3 (7.0)* 61.8 (7.4)* 44.9 2/201  <0.001
BMI 28.4 (4.3) 27.2 (4.6) 27.3 (4.1) 1.60 2/200  0.205
Ethnicity (C/NC) 59/5 © 66/1°¢ 56/17 *® 17.71 2 <0.001
Smoking (N/Y) 54/10 56/11 65/8 1.01 2 0.605
MetS (N/Y) 36/28" 23/44" 36/37 6.66 2 0.036
Diabetes (N/Y) 59/5 54/13 62/11 3.67 2 0.159
Hypertension (N/Y) 40/24 32/35 42/31 3.01 2 0.222
Familial history (N/Y) 33/31 31/36 26/47 3.70 2 0.157
t PSA* 0.63 2.24 6.87 79.65 2/201  <0.001
(0.42-0.95)%¢ (0.97-3.48)*¢  (4.57-11.58)*®

f PSA 0.22 (0.15)%¢ 0.49 (0.39)»¢  1.24(3.54)*®  28.38 2/201  <0.001
LOOH plasm* 138.9 (19.5) 137.5(21.3) 137.7 (24.7) 0.14 2/201  0.866
LOOH RBC* 264.0 (83.0) 293.5(123.0)  280.7 (63.0) 1.60 2/201  0.204
AOPP* 119.0 (54.8)%¢ 171.1(100.2)* 175.9(87.3)* 9.44 2/200 <0.001
Protein carbonyl* 3.30(1.01) 3.20 (0.99)¢ 3.67 (1.37)° 3.22 2/199  0.042
SH* 372.8 (47.0)*¢ 333.4 (47.8) 251.1(70.1)*® 83.41 2/201  <0.001
Uric Acid 5.87 (1.31) 5.67 (1.30) 5.63 (1.47) 0.57 2/201  0.566
TRAP plasm * 919.8 (156.9) 871.9(122.5) 876.0(137.4) 2.27 2/178  0.106
TRAP RBC* 1664 (279)¢ 1618 (258) 1522(313) 3.28 2/148  0.041
CRP* 5.44 (8.57) 3.26 (4.47) 5.40 (18.60) 1.28 2/201  0.280
Ferritin * 293.1(229.3) 275.3(201.1)  281.09 (262.9) 0.50 2/201  1.000
Hb 15.52 (9.41)¢ 15.33(1.23)°  14.86(1.48)*® 5.27 2/192  0.006
WBC 6.72 (2.02) 6.87 (1.69) 6.50 (1.88) 1.05 2/192  0.353
ESR 12.47 (11.15) 13.86 (12.04)  16.17(16.91)  1.04 2/191  0.356

All values are shown as mean (SD) except total PSA (median with q25 and q75 values) ANOVA with
protected post-hoc analyses. * Processed in Ln transformation
BMI: body index mass; NC: not caucasian; N: no; Y:Yes; MetS: metabolic syndrome; tPSA: total prostate-
specific antigen; fPSA: free prostate-specific antigen; LOOH: lipid hydroperoxide; RBC: red blood cell;
AOPP: advanced oxidation protein products; SH: thiol group; TRAP: total reactive antioxidant potential;
CRP: C-reactive protein; Hb: hemoglobin; WBC: white blood cell; ESR: erythrocyte sedimentation rate;
BPH: benign prostate hyperplasia; PCa: prostate cancer.
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Table 2. Results of multivariate Generalized Linear Model analysis with biomarkers as dependent
variables

Tests Dependent variable Explanatory F df p Partial
variables ETA
square

Multivariate #1 tPSA |, f PSA, SH, uric HC/BPH/PCa 16.99 16/35 <0.001 0.432
acid , AOPP, protein MetS 2.62 8 0.010 0.105
carbonyl, LOOH pjasma, Age 2.48 8/179 0.014 0.100
LOOH ggc BMI 2.61 8/179 0.010 0.105

8/179

Between- subject  tPSA HC/BPH/PCa 81.37 2/186 <0.001 0.467

Effect fPSA HC/BPH/PCa 21.63 2/186 <0.001 0.189
SH HC/BPH/PCa 55.69 2/186  <0.001 0.375
AOPP HC/BPH/PCa 11.53 2/186 <0.001 0.110
Protein Carbonyl HC/BPH/PCa 4.52 2/186 0.012 0.046
LOOH ggc 3.22 2/186 0.038 0.034

Multivariate #2 TRAP giasmas TRAP gec HC/BPH/PCa 2.41 4/288 0.049 0.032

Between subject ~ TRAP ggc HC/BPH/PCa 4.87 2/145 0.009 0.063

effect

Multivariate #3 CRP, WBC, ESR, HC/BPH/PCa 1.25 10/36  0.258 0.033
Ferritin, Hb 2

GLM: generalized linear models; tPSA: total prostate-specific antigen; SH: thiol group; AOPP: advanced
oxidation protein products; LOOH: lipid hydroperoxide; HC: healthy controls; BPH: benign prostatic
hyperplasia; PCa: prostate cancer; MetS: metabolic syndrome; BMI: body mass index; RBC: red blood cell;
TRAP: total reactive antioxidant potential; CRP: C-reactive protein; WBC: white blood cell; ESR: erythrocyte
sedimentation rate; Hb: hemoglobin.
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Table 3 - Model-generated estimated marginal means of the significant biomarkers as well as results
of post-hoc comparisons in controls (HC) and patients with benign prostate hyperplasia (BPH) and
prostate cancer (PCa).

Variables Hc* BPH® PCa‘

tPSA -0.816 (0.096) ¢ -0.99 (0.087) *¢ +0.796 (0.080) *®
fPSA -0.568 (0.124) ¢ +0.055 (0.113) *€ +0.536 (0.103) *®
SH +0.598 (0.108) +0.339 (0.098) © -0.732 (0.090) *®
AOPP -0.570 (0.137) ¢ +0.182 (0.125) * +0.320 (0.114) A
PCB -0.168 (0.147) € -0.197 (0.133) € +0.274 (0.122) *®
LOOH gec -0.346 (0.148) ¢ +0.178 (0.135) * -0.113 (0.124) *
Trap rac +0.324 (0.145) © -0.059 (0.156) -0.362 (0.150) *

tPSA: total prostate-specific antigen; fPSA: free prostate-specific antigen; SH: thiol group; AOPP:
advanced oxidation protein products; PCB: protein carbonyl; LOOH: lipid hydroperoxide; RBC: red
blood cell; Trap: total reactive antioxidant potential.
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Table 4 - Results of binary logistic regression analysis with prostate cancer (PCa), metastasis and an
suspicious digital rectal examination as dependent variables.

Regression  Dichotomy Explanatory wald df P OR Cl 95%

variables

#1 PCa/ HC + BPH tPSA 29.07 1 <0.001 9.07 4.07-20.12
$=79,5% E=89,3% SH* 32.32 1 <0.001 9.82 4.47-21.59

Age 3.40 1 0.065 0.94 0.88-1.004

#2 PCa/ HC + BPH tPSA 27.67 1 <0.001 7.15 3.44-14.88
$=82,2% E=90,1% SH* 29.77 1 <0.001 8.17 3.84-17.38

#3 PCa/ HC + BPH tPSA 22.13 1 <0.001 11.53 4.16-31.93
S=85,7% SH* 24.63 1 <0.001 10.17 4.07-25.42
E=94% PCB 7.23 1 0.007 220 1.24-3.92

#4 PCa/ BPH tPSA 15.02 1 <0.001 8.00 2.80-22.87
S$=87,3% E=86,9% SH* 20.36 1 <0.001 8.68 3.40-22.20

PCB 7.31 1 0.007 222  1.25-3.95

#5 PCa / BPH+HC Familial anamnesis  4.61 1 0.032 3.30 1.11-9.80
S=81,7% Ethnicity 7.09 1 0.008 36.04 2.58-
E=93,1% PCB 4.87 1 0.027 1.0 504.15

SH* 26.71 1 <0.001 10.74 1.07-3.03
tPSA 23.23 1 <0.001 7.62 4.37-26.42
3.36-17.40

#6 Metastasis / no SH* 17.34 1 <0.001 11.95 3.84-37.19
S=50% E=99,5%

#7 Suspicious rectal SH* 9.91 1 0.002 2.07 1.32-3.24
exam/ normal tPSA 7.80 1 0.005 2.00 1.23-3.25
examination AOPP 10.47 1 0.001 194 1.30-2.91

MetS 5.14 1 0.023 0.37 0.16-0.87

HC: healthy control; BPH: benign prostatic hyperplasia; MetS: metabolic syndrome; tPSA: total

prostate-specific antigen; AOPP: advanced oxidation protein products; SH: thiol group; Hb:
hemoglobin; PCB: protein carbonyl; ESR: erythrocyte sedimentation rate. SH*: introduced as the
inverse SH values; S: sensitivity; E: specificity.
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Dichotomy Variables Area SE p-value Cl95%
PCa/BPH + HC tPSA 0.890 0.028 <0.001 0.836-0.944
fPSA 0.754 0.037 <0.001 0.682-0.825
SH* 0.881 0.025 <0.001 0.833-0.929
zPSA- zSH 0.945 0.014 <0.001 0.917-0.974
tPSA+ SH+PCB 0.945 0.014 <0.001 0.917-0.973
FA+Eth+PSA+SH+PCB 0.950 0.013 <0.001 0.929-0.982
PCa/BPH tPSA 0.838 0.035 <0.001 0.789-0.907
fPSA 0.653 0.046 <0.001 0.562-0.743
SH 0.832 0.033 <0.001 0.766-0.897
zPSA- zSH 0.902 0.025 <0.001 0.853-0.950
tPSA+ SH+PCB 0.901 0.025 <0.001 0.852-0.949
FA+Eth+tPSA+SH+PCB
0.937 0.020 <0.001 0.898-0.975

PCa: Prostate cancer. HC: healthy control; BPH: benign prostate hyperplasia; tPSA: total prostate-

specific antigen; fPSA: free prostate-specific antigen; SH: thiol group; PCB: protein carbonyl; FA:

familial anamnesis; Eth: ethnicity.

FA+Eth+PSA+SH+PCB: based on logistic regression analysis with familial anamnesis, ethnicity, tPSA,

SH-groups and PCB as explanatory variables.

* Processed in Ln transformation
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Table 6 - Results of multiple regression analysis with prostate size and ultrasound and total Prostate-

Specific Antigen (PSA) as dependent variables.

Regression Dependent Explanatory F p F df p Partial Eta
variable variables model Squared
#1 Prostate Age +8.65 <0.001 39.60 2/154 <0.001 0.340
Size LOOH ggc +2.27 0.024
#2 Prostate SH -3.93 <0.001 15.42 1/155 <0.001 0.091
Size
#3 Ultrasound* Age +3.35 0.001 9.72 2/106 <0.001 0.155
LOOH pjasma +2.50 0.014
#H4 tPSA SH -5.00 <0.001 21.85 3/173 <0.001 0.275
PCB +2.01  0.046
Prostate size  +4.22 <0.001
#5 tPSA Ethnicity +2.85  0.005 10.41 3/200 <0.001 0.135
Age +4.34 <0.001
Familial A +2.14 0.034

tPSA: total prostate-specific antigen; fPSA: free prostate-specific antigen; LOOH: Lipid hydroperoxide;
SH: thiol group; PCB: protein carbonyl.
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Figure 1 Association between Total Prostate-Specific Antigen (tPSA) and thiol group (SH) values.
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Figure 2 Values of Total Prostate-Specific Antigen (tPSA) / O&NS (oxidative and nitrosative stress)

biomarkers in controls and patients with benign prostate hyperplasia (BPH) and prostate cancer

(PCa)

SH: thiol group, AOPP: advanced oxidation protein products; PCB: protein carbonyl; LOOH: Lipid
hydroperoxide; RBC: red blood cell; TRAP: Total Reactive Antioxidant Potential. Data were

transformed into z score. Data are shown in +/- standard error.
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Figure 3 Biomarkers in patients with metastasis versus all other participants.

tPSA: total Prostate-Specific Antigen; SH: thiol group, AOPP: advanced oxidation protein products;
LOOH: Lipid hydroperoxide; RBC: red blood cell; CRP: C-reactive protein; WBC: white blood cell; ESR:
erythrocyte sedimentation rate; Hb: hemoglobin. Data were transformed into z score. Data are
shown in +/- standard error
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Figure 4 Biomarkers in patients with a suspicious rectal examination versus a normal examination.

PSA: Prostate-Specific Antigen total; SH: thiol group, AOPP: advanced oxidation protein products;

PCB: protein carbonyl; LOOH: Lipid hydroperoxide; RBC: red blood cell; CRP: C-reactive protein; WBC:
white blood cell; ESR: erythrocyte sedimentation rate; Hb: hemoglobin. Data were transformed into z

score. Data are shown in +/- standard error.
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Figure 5 Biomarkers in PCa patients divided according to AV groups. Data were transformed into z
score. Data are shown in +/- standard error.

tPSA: total Prostate-Specific Antigen; SH: thiol group, AOPP: advanced oxidation protein products;
PCB: protein carbonyl; LOOH: Lipid hydroperoxide; RBC: red blood cell; CRP: C-reactive protein;
WBC: white blood cell; ESR: erythrocyte sedimentation rate; Hb: hemoglobin.

AV groups: risk groups classification based for NCCN (National Comprehensive Cancer Network)
Guideline, version 2.2018.

AV groupl: very low and low risk group;

AV group2: favorable and unfavorable intermediate risk grop;

AV group3: high and very high risk group.



63

6. CONCLUSOES

- Pacientes com CaP e HPB apresentam alteracdo no estado redox quando
comparados entre si e a individuos saudaveis;

- Pacientes com CaP apresentam aumento nos niveis plasmaticos de PCB e reducao
de SH quando comparados a pacientes com HPB e individuos saudaveis;

- PCB e SH poderiam ser utilizados para a diferenciacéo entre HPB e CaP;

- Os niveis séricos de SH e PCB foram associados a presenca de CaP,
independentemente da idade, IMC e MetS;

- Os niveis plasmaticos de AOPP e LOOH de eritrécitos foram associados a
pacientes com CaP e HPB, independentemente da idade, IMC e MetS;

- O melhor modelo para predizer CaP foi a utilizacdo concomitante dos niveis de PSA
total, SH e PCB;

- Os niveis de SH, mas ndo de PSA total, foram associados a presenca de

metastase.
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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 ( )Consultério Koike ( ) Outro:

4-Registro:

5-Etnia:
( ) Caucasiano ( ) Na&o caucasiano ( ) Asiatico

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

12-Histéria familiarde CA:  ( )Sim ( ) Nao
13-Se sim, qual?

14-Data do diagnéstico: ( ) Controle
( )HPB
()caP
15-Fez cirurgia nos ultimos 3 | () Sim Quando? Que tipo?
meses?
( ) Na&o
( ) Cirurgia.
16- Tratamento: Qual? ( )RTU de préstata. Data:

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

( ) Prostatectomia Radical. Data:
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( ) Hormonioterapia.
Data de inicio:
Qual?

( ) Quimioterapia
Data de inicio:

Qual?

( ) Paliativo — EICPO

17- Depressao?

( )Sim ( )Nao

Diagnosticado por Psiquiatra?

18- Uso de medicamentos no momento da coleta?

19- Infec¢do na data da
coleta?

( )Sim ( )Nao

Qual?

20- Tabagismo?

( )Sim ( )Nao ( )Ex-fumante
Quanto tempo?

Periodo:

21- Atividade Fisica?

()Sim ( )Nao

Frequéncia?

22- Diabetes?

( )Sim ( )Nao

23- Hipertensao?

( )Sim ( )Nao

24- Outras doencgas:

25- Outros dados:

Toque retal:

Tam. Aprox.:

USG prostata. Data:

Tam. Aprox.:
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8.2 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 doenga e de seu tratamento”. Sua
participacdo é muito importante e ela se dara da seguinte forma: realizacdo de uma
avaliacdo clinica pelo médico urologista e uma coleta de sangue. Esclarecemos que sua
participacdo é totalmente voluntdria, 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 informacdes 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 publicacdo do estudo.

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

A sua participacdo neste estudo contribuird para o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenga. Quanto aos riscos, informamos que
sua participacdo ndo acarretara em qualquer risco a sua saude nem alteracdao 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 infeccdo local. Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipo
de desconforto o participante sera prontamente atendido e amparado pelos farmacéuticos
responsaveis pela coleta de sangue e um dos pesquisadores deste estudo.

Caso o senhor tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos poderd 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


mailto:urologiakoike@yahoo.com.br
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LABESC — Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail:
cep268@uel.br.

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

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

Londrina, de de 201_ .

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 Resolucdo 466/2012 de 12 de
dezembro de 2012.
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