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“Nao se deve ir atras de objetivos faceis. E preciso buscar o que s6 pode ser alcangado por
meio dos maiores esforcos.” (Einstein, 1915
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RESUMO

Introdugdo: O cancer de prostata ¢ a segunda neoplasia maligna mais comum e a segunda
principal causa de morte relacionada ao cancer no sexo masculino, no Brasil. Apesar do PSA
ter uma boa sensibilidade, ha uma caréncia de marcadores com alta especificidade para o
diagnostico do cancer de prostata. Objetivos: Avaliar se hé diferenca nos espectros das amostras
de sangue por meio de  Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (H' RMN) entre
pacientes com cancer de prostata e pacientes sadios. Materiais ¢ Métodos: Foram estudados 40
pacientes provenientes do Ambulatorio de Urologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), sendo 20 com diagndstico de cancer de prostata e 20 sem
evidéncias de cancer de prostata. Os pacientes tiveram as amostras de sangue coletadas no
ambulatdrio e na enfermaria de Urologia do Hospital das Clinicas que, em seguida, foram
encaminhadas a Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE para
obtengdo do espectro de H' RMN. Resultados: Utilizando métodos de estatistica multivariada,
a avaliagdo metabondmica das amostras de sangue foi capaz de diferenciar pacientes portadores
de céancer de prostata do grupo sadio com acuracia de 95%, sensibilidade de 95%,
especificidade de 95%, valor preditivo positivo de 95% e valor preditivo negativo de 95%.
Conclusio: Os espectros do soro do sangue analisados por H' RMN em pacientes com cancer
de prostata apresentou diferenca significativa dos espectros dos pacientes sem evidéncias de
cancer de prostata. A metabonomica pode se tornar uma ferramenta fundamental no diagndstico
do cancer de prostata.

Palavras-chave: Cancer de prostata. Biomarcadores. Metabolomica. Espectroscopia de protons

por ressonancia magnética.



ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer is the second most common malignancy and the second leading
cause of cancer-related death in males, in Brazil. Although PSA has a good sensitivity, there is
a lack of markers with high specificity for the diagnosis of prostate cancer. Objectives: To
evaluate whether there is difference in the spectra of blood samples obtained by Hydrogen
Nuclear Magnetic Resonance (H'-NMR) among patients with prostate cancer and healthy
patients.

Materials and Methods: Forty patients from the Urologic Clinic of the Hospital das Clinicas of
the Federal University of Pernambuco (UFPE) were studied. Twenty with a diagnosis of
prostate cancer and 20 without evidence of prostate cancer. The patients had blood samples
collected in the urology ambulatory and infirmary of the Hospital das Clinicas and then the
blood samples were sent to the Analytical Center of the Fundamental Chemistry Department at
UFPE to obtain the H'-NMR spectrum. Results: Using multivariate statistical methods,
metabonomic evaluation of blood samples was able to differentiate patients with prostate cancer
from the healthy group with 95% accuracy, 95% sensitivity, 95% specificity, 95% positive
predictive value and 95% negative predictive value. Conclusion: The blood serum spectra
analyzed by H1 NMR in patients with prostate cancer showed a significant difference from the
spectra of patients without evidence of prostate cancer. Metabonomics can become a
fundamental tool in the diagnosis of prostate cancer.

Keywords: Prostatic neoplasms. Biomarkers. Metabolomics. Proton magnetic resonance

spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PROSTATA

O cancer de prostata € o segundo tipo de cancer mais comum entre os homens, no Brasil.
O Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) projetou o diagnostico de
65.840 novos casos de cancer de prostata no Brasil para o ano de 2020 (Tabela 1). Ainda, ¢ o
segundo tipo de cancer com maior taxa de mortalidade, nos homens. Em 2018, o cancer de
prostata foi responsavel por 15.576 obitos, ficando atras apenas do cancer de pulmao, traqueia

e bronquios. (Tabela 2) (1)

Tabela 1 — Estimativa de novos casos de Cancer de Prostata no Brasil em 2020.

Localizacao Casos novos %
Prostata 65.840 29,2
Colon e Reto 20.540 9,1
Traqueia, Bronquios e Pulmdes 17.760 7,9
Estomago 13.360 5,9
Cavidade Oral 11.200 5,0
Esofago 8.690 3,9
Bexiga 7.590 3.4
Laringe 6.470 2,9
Leucemias 5.920 2,6
Sistema Nervoso Central 5.870 2,6
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 225.980 100,0
Todas as Neoplasias 309.750

Tabela 2 — Mortalidade por Cancer de Prostata no Brasil em 2018.
Localizacao Obitos %
Traqueia, Bronquios e Pulmdes 16.371 13,9
Prostata 15.576 13,3
Colon e Reto 9.608 8,2
Estomago 9.387 8,0
Esofago 6.756 5,8
Figado e Vias Biliares Intra-hepéaticas 6.181 53
Pancreas 5.497 4.7
Cavidade Oral 4974 4.2
Sistema Nervoso Central 4.803 4,1
Laringe 3.859 33
Todas as Neoplasias 117.477 100,0

Classicamente, a suspeita de cancer de prostata ocorre quando hd uma alteracao no
exame digital retal (EDR) e/ou nos valores séricos do antigeno prostatico especifico (PSA).

Havendo essa suspeita, deve-se proceder a bidpsia do tecido prostatico para confirmar o
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diagnodstico. Em cerca de 18% dos casos, o cancer de prostata € diagnosticado quando apenas
0 EDR est4 alterado, independentemente do valor do PSA. Com relagao ao PSA, valores séricos
elevados do PSA total (PSAt) podem estimar o risco de cancer de prostata, porém outras
variacoes do PSA podem ser utilizadas para aumentar a acurdcia, como a densidade do PSA
(PSAAd), a velocidade de elevagao do PSA (PSAvel), o tempo de duplicagao do PSA (PSAdt) e
a relacdo do PSA livre sobre o PSA total (PSAI/PSAt). (Tabela 3) (2-4)

Tabela 3 — Relacao entre o valor do PSA e a prevaléncia de Cancer de Prostata e
doenca de alto grau. Adaptado de Thompson, 2004.

PSA N° de Homens com Homens com Sensibilidade Especificidade
(ng/ml) homens Cancer de Cancer de Prostata
Proéstata de alto grau

N° de homens (/%) N°/total n° (%)

<0,5 486 32 (6,6) 4/32 (12,5) 1,0 0,0
06-10 791 80 (10,1) 8/80 (10,0) 0,93 0,02
1,1-2,0 998 170 (17,0) 20/170 (11,8) 0,75 0,33
2,1-3,0 482 115 (23.9) 22/115 (19,1) 0,37 0,73
3,1-4,0 193 52 (26.,9) 13/52 (25,0) 0,12 0,92

O rastreamento do cancer de prostata, tema polémico na urologia, ¢ a ferramenta que
permite o diagnéstico nas fases mais incipientes da doenga, quando a possibilidade de cura ¢
maior que 90%. As criticas a realizacdo do rastreamento populacional se devem aos potenciais
danos causados pela biopsia e pelo tratamento versus o ganho de sobrevida. Alguns estudos nao
demonstraram ganho de sobrevida com o rastreamento e em 2012, a Forga-Tarefa de Servigo
Preventivo dos EUA (USPSTF), 6rgdo americano que tem influéncia na elaboragdo de
diretrizes na prevencao de doengas, recomendou a nao realizagdo do rastreamento. Porém,
reavaliacdo dos dados e divulgagao de resultados de estudos com maior tempo de seguimento
mostraram que o rastreamento pode ser benéfico, especialmente com o prolongamento do
tempo de rastreamento. O nlimero necessario para rastrear para prevenir uma morte por cancer

de prostata foi de 570 pacientes com 16 anos de seguimento em comparagdo com 1947
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pacientes com 9 anos de seguimento, uma diminui¢do importante, enfatizando o impacto
benéfico a longo prazo do rastreamento.

Ja o numero de casos necessarios a serem diagnosticados para evitar uma morte
diminuiu de 48 pacientes com 9 anos de seguimento para 18 pacientes com 16 anos de
seguimento (Tabela 4). Assim, a tendéncia atual ¢ tentar identificar quais pacientes devem ser
submetidos ao rastreamento e discutir com eles os riscos e beneficios. Ainda, mesmo que o
paciente seja diagnosticado com cancer de prostata, ndo necessariamente serd submetido a
algum tratamento cirurgico ou radioterapico, podendo ser realizada a vigilancia ativa, a

depender da classificagdo de risco da doenga. (5-9)

Tabela 4 — Beneficio do rastreamento do Cancer de Prostata. Adaptado de Hugosson, 2019.

Seguimento Numero de casos Nimero de casos necessarios
(em anos) necessarios para para diagnosticar para evitar 1
rastrear para evitar 1 morte por cancer de préstata
morte por cancer de
prostata
9 1.410 48
11 979 35
13 781 27
16 570 18

A realidade ¢ que ha uma necessidade em melhorar a precisao dos métodos diagnosticos
a fim de diminuir a realizac¢ao de biopsias prostaticas desnecessarias, diminuir o diagnostico da
doenca clinicamente insignificante e aumentar o diagndstico de doenca clinicamente
significante. Assim, a utilizacdo da RMMPP (ressonancia magnética multiparamétrica da
prostata) e de biomarcadores vem ganhando espago na propedéutica do cancer de prostata. (10)

O diagnéstico de cancer de prostata € confirmado com o estudo histopatologico do
tecido prostatico biopsiado. O dado histoldégico mais importante € a determinagao do Escore de
Gleason (EG) que esta diretamente relacionado ao prognostico da doenca. O EG ¢ calculado
pela soma do grau histolégico mais frequente com o segundo mais frequente. O grau histologico
variade 3 a 5 e 0 EG pode ser 6 (3+3), 7 (3+4 ou 4+3), 8 (4+4 ou 3+5 ou 5+3), 9 (5+4 ou 4+5)
e 10 (5+5). Em 2014, o consenso da ISUP reformulou o sistema de classificagdo para facilitar

o entendimento da classificacao histologica, conforme a Tabela 5. (11)
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Tabela 5 — Classificacao histoldgica do Cancer de Prostata.

ISUP Escore de Gleason
1 6
2 7 (3+4)
3 7 (4+3)
4 8
5 9¢10

Uma vez diagnosticada a condi¢do maligna da prostata deve-se definir, em consenso
com o paciente, qual a conduta a ser tomada. Paciente com expectativa de vida menor que 10
anos deve permanecer em observagao vigilante, isto €, 0 seguimento com exames nao invasivos
e tratamento paliativo, se houver necessidade. Se o paciente tiver expectativa de vida maior que
10 anos, terapia com intencgao curativa deve ser realizada, dependendo da classificacao de risco
(Tabelas 6 e 7). Doenca de baixo risco pode ser conduzida com a vigilancia ativa, ou seja, o
acompanhamento do paciente utilizando exames em intervalos preestabelecidos (EDR, PSA,
RMMPP e biopsia prostatica) para identificar possivel progressdo da doenga e indicacdo de
terapia curativa. (4)

Quando a doenca ¢ diagnosticada e classificada em risco intermediario ou alto risco
(localizada), as diretrizes recomendam a realizagao de terapia curativa. As opgdes sdo a
prostatectomia radical, radioterapia isolada ou associada a hormonioterapia e a braquiterapia.
Na doenga de alto risco (localmente avangada), muitas vezes € necessario a utilizagao da terapia
trimodal (prostatectomia radical + radioterapia + hormonioterapia).(16)

Hé também a fase metastatica, quando ndo ha mais possibilidade de cura. Pode ser
metastatica ao diagndstico (de novo) ou ser resultado da progressao da doenga localizada ou
localmente avangada ap6s tratamento. Classicamente, € tratada com hormonioterapia (castragao
quimica ou cirurgica), porém novos estudos mostram beneficios significativos no ganho de
sobrevida quando se associa quimioterapia, novos agentes hormonais ou at¢ mesmo a

radioterapia prostatica. (17-22)



Tabela 6 — Classificacdo TNM para Cancer de Prostata.

T
X
TO
T1

T2

T3

T4

NX
NO
N1

MO
Ml

Tumor primario — avaliado por EDR

Tumor primario ndo pode ser avaliado

Sem evidéncia de tumor primario

Tumor nao palpavel

T1a — Tumor incidental < 5% do tecido ressecado

T1b — Tumor incidental > 5% do tecido ressecado

T1c — Tumor identificado em bidpsia por agulha (PSA elevado)
Tumor palpével e confinado a prostata

T2a — Tumor envolve metade ou menos de 1 lobo

T2b — Tumor envolve mais da metade de 1 lobo, mas ndo 2 lobos
T2c¢ — Tumor envolve os 2 lobos

Tumor se estende através da capsula prostatica

T3a — Extensao extracapsular

T3b — Tumor invade vesicula(s) seminal(is)

Tumor fixo ou invade estruturas adjacentes: esfincter externo, reto, musculos
elevadores do anus e/ou parede pélvica

Linfonodos regionais (pélvicos)
Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Sem metastases nos linfonodos regionais

Metéstases nos linfonodos regionais

Metastases a distancia

Sem metastases a distancia
Metastases a distancia

MIla — Linfonodos nao-regionais
M1b - Osso

M1c — Outros locais

17
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Tabela 7 — Classificacao de risco do Cancer de Prostata - European Association of Urology.

Baixo risco Risco Alto risco Alto risco
intermediario localizada Localmente avancada
PSA (ng/ml) <10 10-20 >20 Qualquer PSA
ISUP el ou2ou3 ou >7 Qualquer Gleason
(Escore de Gleason) (6) (7) (4/5)
™M ecTl-2a ou cT2b ou cT2c c¢T3-4 ou N+

1.2 METABOLOMICA E METABONOMICA

Metabolomica ¢ o estudo, a quantificacdo e a identificacdo dos metabolitos em um
determinado sistema biologico, usando amostras biologicas que incluem plasma, urina, saliva,
tecidos, entre outros. Os metabdlitos sao moléculas de baixo-peso molecular, ou seja, <1500
daltons e podem incluir uma gama de entidades quimicas endogenas e exdgenas, como
peptideos, aminoacidos, dcidos nucléicos, carboidratos, acidos organicos, vitaminas, polifenois,
alcaldides, minerais e praticamente qualquer outro produto quimico que possa ser usado,
ingerido ou sintetizado por uma determinada célula ou organismo. Na Base de Dados do
Metaboloma Humano (Human Metabolome Database — HMDB) 4.0, estao catalogados 114.100
metabolitos. (Tabela 8) (12-15)

Metabolomica deriva do termo metaboloma, criado em 1998 por Oliver e ¢ definido
como a interacdo dos metabodlitos em determinado sistema bioldgico. Faz parte das ciéncias
“Omicas”, como a gendmica (estudo do DNA e da informagdo genética), a transcriptdmica
(estudo do RNA e das diferengas na expressao do RNAm) e a protedmica (estudo conjunto de
proteinas e suas isoformas). Porém, a metabolomica reflete a atividade bioquimica das células

e/ou tecidos, representando o fenotipo molecular. (Figura 1) (23-24)
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Tabela 8 — Evolucao do numero de metabdlitos catalogados. Adaptado do Banco de dados do

metaboloma humano (HMDB).

Categoria
Numero total de metabdlitos

Numero de metabdlitos detectados e quantificados

HMDBI.0

2180

883

Numero de metabdlitos detectados e ndo quantificados 1297

Numero de metabdlitos esperados

Numero de metabdlitos previstos*

Numero de sin6nimos exclusivos

Numero de cmpds com expt. MS/MS espectro
Numero de cmpds com expt. GC/MS espectro
Numero de cmpds com espectro expt. NMR
Numero de cmpds com espectros pred. MS/MS*
Numero de cmpds com espectros pred. GC/MS*
Numero de espectros experimentais de NMR
Numero de espectros experimentais de MS/MS
Numero de espectros GC/MS experimentais
Numero de espectros de MS/MS previstos™*
Numero de espectros GC/MS previstos*
Numero de mapas de vias metabolicas

Numero de compostos com ligagdes da doenga
Numero de compostos com dados de concentracdo
Numero de propriedades moleculares previstas
Numero de interagdes metabolica-SNP*
Numero de interagdes metabolito-droga*

Nao. de metabolitos w. sexo/diurnal/idade variagdo*
Numero de reagdes metabolicas*

Numero de termos de ontologia definidos*

Numero de reagdes metabdlicas*

0

0

27700

390

385

765

1180

26

862

883

HMDB2.0
6408

4413

1995

0

0

43 882

799

279

792

1580

2397

279

58

1002

4413

HMDB3.0
40 153

16 714

2798

20 641

0

199 668

1249

1220

1054

98

26

2032

5776

1763

442

3105

5027

10

HMDB4.0
114 100

18 557
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Figura 1 — A cascata “Omica”.

Genomics
RNA Transcriptomics
Environmental Protein Proteomics
effects
A J
oL
. CH. HO NH ) .
Metabolites " —FCOOH(SE : > Metabolomics
H

Fonte: Gupta, 2012.

Além da metabolomica, outra estratégia utilizada para estudo dos metabdlitos ¢ a
metabonOmica. Apesar de alguns autores considerarem os dois termos como sindénimos,
existem diferengas entre eles. A metabondmica também avalia um sistema bioldgico e identifica
mudangas nos niveis de metabolitos endogenos que resultam de processos patologicos ou
terapéuticos, mas diferentemente da metabolomica, ndo ¢ necessario haver a quantificagao e
identificacao dos metabolitos. Isso permite uma técnica com método rapido, nao destrutivo e
de alto rendimento, necessitando de preparagdo minima de amostra, como a ERMN
(espectrometria de ressonancia nuclear magnética). J4 a metabolomica requer técnica mais
elaborada, como a EM (Espectrometria de massa), promovendo uma avaliacao qualitativa mais
demorada, sensivel e seletiva com andlises quantitativas capazes de identificar metabdlitos.

(Tabela 9) (25-26)



Tabela 9 — Comparacao
espectrometria de massa.

entre espectrometria de

ressondncia magnética

ERMN EM
Sensibilidade Baixa Alta
Reprodutibilidade Muito alta Média
N metabdlitos detectaveis 30-100 300 — 1000
Analise direcionada Nao ideal Melhor
Preparacao da amostra Minima Mais complexa

Extracao do tecido

Tempo de andlise da amostra

N3do é necessario

Rapida

Requer extragdo

Demorada
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nuclear e

Custo do equipamento Mais caro e espacoso  Mais barato e compacto

Custo da amostra Baixo custo Alto custo

Na medicina, a metaboldmica/metabondmica tem importancia em diversas areas, como
reumatologia, endocrinologia, neurologia, doencas cardiovasculares, oncologia, entre outras,
podendo ser util no diagnostico, na classificacao do estdgio de uma determinada doenca e na
predicao de resultados de determinado tratamento, permitindo o desenvolvimento de uma
medicina personalizada. Estudos realizados em nossa universidade desenvolveram modelos
metabonOmicos com amostras de urina para diagnostico de hepatite C e diagndstico de cancer
de rim, prostata e bexiga e com amostras de sémen para avaliar a fertilidade em homens com
varicocele. (27-31)

Para obtencao dos resultados, algumas etapas devem ser seguidas, desde a coleta até a
analise estatistica (Figura 2). A preparacao da amostra vai depender do biofluido ou tecido
utilizado, tendo sido descritos variados protocolos. A técnica a ser utilizada, EM ou ERMN, vai
depender do tipo de andlise desejada. Como ja citado anteriormente, a ERMN ¢ uma técnica
ndo invasiva e nao destrutiva, com alta reprodutibilidade. O principio da RMN (ressonancia
nuclear magnética) ¢ baseado nas propriedades de rotacdo e carga dos nucleos do atomo.
Quando uma amostra ¢ exposta a um campo magnético € a um pulso de radiofrequéncia, os
nucleos absorvem e reemitem essa radiacdo eletromagnética. A energia emitida tem uma
frequéncia de ressonancia especifica que depende de varios fatores, incluindo as propriedades
magnéticas dos is6topos dos atomos e a forca do campo magnético, permitindo a identificagao
e a distincdo dos diferentes metabolitos de acordo com os picos gerados no espectro de
frequéncia. Assim, a RMN ¢ a ferramenta analitica mais poderosa disponivel para determinar a

estrutura quimica dos compostos, revelando informag¢des dos nucleos no atomo de uma
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molécula. O proton H' tem alta magnetizagio e disponibilidade, sendo bastante utilizado na

metabonomica. (32-36)

Figura 2 — Etapas da avaliagdo metabondmica.

Coleta e preparo Andlise Processamento Analise Identificacdo Interpretagao
de amostra instrumental dosdados estatistica dos metabdlitos biolégica

Fonte: Canuto, 2018.
1.3 OBJETIVO
Avaliar se ha diferencga nos espectros das amostras de soro de sangue analisadas por H!

RMN (Ressonancia Nuclear Magnética de Hidrogénio) entre os pacientes com cancer de

prostata e os individuos do grupo controle.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O diagnéstico do cancer de prostata, como ja citado anteriormente, ¢ confirmado pelo
estudo histopatoldgico, cuja amostra ¢ obtida por meio de bidpsia prostatica indicada quando
ha suspeita de doenca maligna devido ao EDR e/ou dosagem sérica de PSA alterados. Em
algumas situagdes, a biopsia pode proporcionar um resultado negativo para malignidade ou o
diagnostico doenca clinicamente insignificante. Nestas situagdes, a realizagao da bidpsia nao
traz beneficio, além de expor o paciente a um procedimento invasivo com potenciais riscos de
complicagdes. Em outros casos, pode haver um resultado falso-negativo, isto €, o paciente pode
ter uma doenca clinicamente significante e a biopsia ndo identificar malignidade na amostra.
Assim, outras ferramentas diagnosticas vém sendo utilizadas, como a RMMPP e os
biomarcadores, com o intuito de melhorar a acuracia diagnoéstica e diminuir a necessidade de
biopsias desnecessarias. (10)

Um dos métodos mais utilizados é a RMMPP. E um exame nio-invasivo e com critérios
padronizados de interpretagdo para minimizar divergéncias e aumentar a reprodutibilidade do
método entre os radiologistas utilizando o escore Prostate Imaging Reporting and Data System
versao 2 (PI-RADS). O PI-RADS classifica as lesdes de 1 a 5, estimando a probabilidade de
uma lesdo ser maligna, podendo evitar a realizacdo de biopsias desnecessarias. Além disso,
pode orientar a bidpsia por métodos cognitivos e por técnicas de fusdo, aumentando a
sensibilidade do método e a identificagdo de lesdes clinicamente significantes. Porém, ainda ¢
um exame de alto custo e demorado, o que restringe o acesso as classes sociais menos

favorecidas. (Tabela 10) (37-39)

Tabela 10 — Classificagao PI-RADS e probabilidade de Cancer de Prostata.
PI-RADS (Prostate Imaging and Report Data System)

PI-RADS 1 = Muito baixa probabilidade de cancer clinicamente significante
PI-RADS 2 = Baixa probabilidade de cancer clinicamente significante
PI-RADS 3 = Intermediaria probabilidade de cancer clinicamente significante
PI-RADS 4 = Alta probabilidade de cancer clinicamente significante

PI-RADS 5 = Muito alta probabilidade de cancer clinicamente significante

Os biomarcadores também sdo utilizados na avaliacao diagnoéstica do cancer de prostata.
Em nosso meio, o acesso ¢ limitado, porém vém sendo cada vez mais utilizados em paises

desenvolvidos. O Prostate Health Index ou PHI ¢ um teste sérico que ¢ calculado utilizando o
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PSAt, o PSAl e o p2PSA. Escore de 0 —26,9; 27,0 — 35,9; 36,0 - 54.9; ¢ >55,0 tem correlagao
de probabilidade de Escore de Gleason >7 na biopsia de 9,8%, 16,8%, 33,3%, e 50,1%
respectivamente, com estudos demonstrando uma redugao na solicitagcdo de bidpsias prostaticas
desnecessarias. Outro teste sérico € o 4-Kallikrein ou 4K que utiliza dados do PSAt, PSAL PSA
intacto e calicreina humana 2, gerando um escore que pode predizer o risco de cancer de
prostata Gleason>7. (40—42)

O PCA3 ¢ um biomarcador de microRNA nao-codificante que pode ser identificado na
urina apos trés cursos de massagem prostatica durante o EDR. Seu escore estd aumentado no
cancer de prostata, porém os dados sdo conflitantes sobre a deteccdo do cancer de prostata
clinicamente significante. Atualmente, tem sido utilizado para determinar a necessidade de
rebiopsia em paciente com bidpsia prévia negativa e suspeita clinica persistente de cancer de
prostata. Outros biomarcadores, como o SelectMDX e o TMPRSS2-ERG também podem
estimar o risco de deteccao de cancer de prostata na bidpsia. Porém, os dados ainda sdo
limitados para a utilizacdo de biomarcadores no diagnostico do cancer de prostata e a EAU
recomenda fracamente sua utilizagdo para essa finalidade. (4,43—45)

Testes genéticos também podem ser utilizados. Sabe-se que homens com mutagdes nos
genes BRCA1 e BRCA2 tém risco aumentado de desenvolverem cancer de prostata em idade
mais precoce e com curso mais agressivo. E recomendada a avaliagdo genética em homens
cujos parentes apresentam essas mutacdes, € se estiverem presentes, deve-se iniciar o
rastreamento em idade mais precoce (a partir dos 40 anos) e com intervalo de tempo mais curto.
(46-48)

A metabolomica ¢ outra ferramenta que vem ganhando espaco no desenvolvimento de
biomarcadores de doengas oncologicas. Varios tipos de doencas malignas tém sido estudados
pela metabolomica. Entre eles, podemos citar o carcinoma hepatocelular, o cancer gastrico, o
cancer colorretal, o cancer de tiredide, o cancer de pulmao, além de varios outros. As células
malignas apresentam um perfil de crescimento anormal, metastases, replicacdo aumentada,
angiogénese sustentada e tendem a evitar a apoptose, promovendo uma alteracao no fendtipo,
que pode ser detectada pelo produto final do metabolismo. Diferentes tipos de estudo e
plataformas analiticas podem ser empregadas para a andlise de amostras dependendo do
objetivo do estudo. (49-54)

O cancer de prostata também tem sido estudado pela metabolomica. O 1-
estearoilglicerol, produto do catabolismo do lipidio, foi inversamente associado ao risco de
desenvolvimento de cancer de prostata, mas nao a agressividade da doenga. As amostras séricas

foram analisadas por LC-MS (cromatografia liquida/espectrometria de massa) e GC-MS
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(cromatografia de gas/espectrometria de massa). Em outra analise, 0 mesmo grupo observou
associacao inversa entre metabolitos dos lipidios e agressividade do cancer. O inositol 1-fosfato
apresentou a maior associagdo. O alfa-cetoglutarato e o citrato também foram associados, assim
como a tiroxina e o 6xido de trimetilamina. (55,56)

Outro método utilizado pela metabolomica, como previamente citado, ¢ a ERMN. Com
essa ferramenta, a observacdo mais comum e significativa tem sido a detec¢do de menores
niveis de citrato em pacientes com cancer de prostata em comparacao com individuos normais
ou pacientes com HPB em varios tipos de amostras, incluindo tecido da prostata, fluido
prostatico, fluido seminal e plasma sérico. Por outro lado, foi demonstrado aumento na
expressao de outros metabodlitos na ERMN, como o lactato e alguns aminoacidos (alanina,
glicina, lisina, glutamato e glutamina). (57-60)

Contudo, a identificacdo dos metabdlitos ndo ¢ mandatoria, ja que as alteragdes sao
diversas em pacientes com cancer de prostata. Assim sendo, a diferenca entre os espectros pode
diferenciar os pacientes sadios dos pacientes com cancer de prostata por meio de estatistica

multivariada. (61,62)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DO ESTUDO

Foram recrutados pacientes provenientes do ambulatorio de urologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) com diagnostico

de cancer de prostata, bem como voluntarios sem evidéncias de cancer de prostata.

3.2 TIPO DO ESTUDO

Estudo clinico, prospectivo, transversal, analitico, aberto e de centro tinico.

33 SELECAO

3.3.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos pacientes do sexo masculino entre 40 e 75 anos de idade, com diagnostico de cancer de
prostata que foram submetidos a prostatectomia radical (Grupo A) e pacientes sem evidéncias de cancer de prostata
(Grupo B).

Grupo A
-40a75 anos de idade
- Diagnostico histologico de adenocarcinoma de prostata
- USG sem evidéncia de outros tumores abdominais
- Sumério de urina com menos de 5 hemécias por campo
GrupoB
-40a75 anos de idade
-PSA<I ng/ml
- Exame digital retal sem detecg@o de nodulos ou consisténcia alterada da prostata
- USG sem evidéncia de outros tumores abdominais

- Sumério de urina com menos de 5 hemécias por campo

3.3.2 Critérios de exclusdo (Grupo A e B)

- Pacientes que fazem ou fizeram uso de inibidores da 5 alfa-redutase
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- Pacientes que fazem ou fizeram uso de bloqueadores androgénicos

- Pacientes previamente submetidos a cirurgia prostatica

- Pacientes previamente submetidos a radioterapia pélvica

- Pacientes com antecedente de qualquer neoplasia maligna (exceto prostata)

Os individuos que concordaram em participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE), conforme o Apéndice A. Todos os pacientes foram avaliados com exame digital retal,
dosagem do PSA sérico, suméario de urina e USG do abdome total. Os pacientes do Grupo B, tiveram amostras de
sangue coletadas no ambulatério de urologia e os pacientes do grupo A tiveram amostras coletadas na enfermaria
de urologia na véspera darealizacao da prostatectomia radical. As amostras foram encaminhadas a Central Analitica
do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE para obtengdo do espectro de H' RMN. Os estudos
anatomopatoldgicos das pecas operatorias obtidas com a prostatectomia radical foram
realizados pelo Servico de Patologia do Hospital das Clinicas da UFPE. Os protocolos de coleta

dos dados estao no Apéndice B.

3.4 TAMANHO DA AMOSTRA

Para calcular o tamanho da amostra, utilizamos a féormula:
n=N.Z2 p.(1-p) / Z*>.p.(1-p) + €2.N-1
n: amostra calculada
N: populagao
Z: variavel normal
p: real probabilidade do evento
e: erro amostral
Onde, n=60 individuos (30 em cada grupo).
Porém, devido as restri¢gdes para combate a pandemia da COVID-19, ndo conseguimos

atingir o tamanho amostral calculado, sendo alocados 20 individuos em cada grupo.

3.5 PROCEDIMENTOS
3.5.1 Procedimentos técnicos

Apos assinatura do TCLE, todos os participantes foram submetidos a uma anamnese ¢
exame fisico, incluindo EDR. As amostras de sangue foram coletadas no ambulatorio da
urologia do Hospital das Clinicas (Grupo B) e na enfermaria da urologia (Grupo A), por meio

de venopungao periférica. No ambulatorio, realizaram-se os processamentos das amostras com
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centrifugacdo a 3000 rpm durante 05 minutos para obten¢ao do soro (sem os elementos
figurados do sangue). A amostra final permaneceu armazenada a -20 °C até a analise.

Apds descongeladas, cada amostra foi submetida a analise de H' RMN, sendo
adicionados 400 pL da amostra de soro do sangue em tubos de H' RMN com 5mm de didmetro
interno. Em seguida, foi acrescentado 200 pL de agua deuterada ao tubo e a mistura foi
homogeneizada. O sinal do grupo metileno do lactato (6 1,33x” ppm) foi utilizado como
deslocamento quimico de referéncia. Os espectros de H' RMN foram obtidos utilizando uma
sequéncia de pulsos modificada de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) com pressaturacao
(presat) do sinal da dgua, no equipamento VARIAN VNMRS 400, operando a 400 MHz ¢ a
temperatura de 298 K.

Foram utilizados os seguintes parametros:

- Tempo de aquisi¢do = 2,556 s;

- Tempo de pressaturacao = 2,0 s;

- Pw90 = 13,2 ps;

- Janela espectral = 4,8 kHz;

- Numero de ciclos = 88;

- Tempo de espera do spin eco = 0,365 s e 128 transientes.

Os espectros foram processados utilizando o /ine broadening de 0,3 Hz e a linha de base
e distor¢des de fase foram ajustadas manualmente. Um segundo processamento foi efetuado
com a assisténcia do software MestReNova 9.0, com a linha de base sendo novamente
reavaliada e ajustada pelo método de polindmios de Bernstein e a fase dos espectros,
manualmente. Para a constru¢do da matriz de dados, utilizamos apenas a regido do espectro
entre 6 0,5 e 4,0 ppm, que foi dividida em regides (bins) de 0,004 ppm. Foram retiradas as
regioes: entre 6 1,10 e 1,17 ppm, entre 6 1,90 e 1,93 e entre 6 2,36 ¢ 2,38, devido a picos
andmalos que poderiam dificultar os modelos estatisticos. Dessa forma, foi obtida uma matriz
com 40 linhas (amostras) e 842 variaveis (bins do espectro de H'RMN mais a variavel de classe)

que posteriormente foi submetida a analise estatistica multivariada.
3.5.2 Procedimentos analiticos
Nao houve mascaramento na fase de selecao dos sujeitos do estudo, coleta das amostras

e construcao dos modelos metabondmicos. Assim, os pesquisadores tinham conhecimento do

grupo em que cada paciente foi alocado.
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Vérios formalismos podem ser empregados para o processamento de problemas que
envolvem a identificagdo de grupos. Aqui, empregamos na execugao do projeto os formalismos
LDA (do inglés Linear Discriminants Analysis), PLS-DA (do inglés Partial Least Square
Discriminants Analysis) e OPLS-DA (do inglés Orthogonal Partial Least Square
Discriminants Analysis).

A LDA permite a determinacao de uma superficie ou limiar de decisao no espago para
que as amostras de uma classe sejam segregadas de um lado do eixo de decisao, assim como as
amostras da outra classe sejam agrupadas no outro. A racionalizagdo do formalismo LDA se
baseia na imposi¢ao para um grupo de amostras o valor 1 para a variavel de resposta, enquanto
para o outro ¢ atribuido o valor de 0.

A PLS-DA ¢ uma metodologia supervisionada comumente utilizada na otimizacgao
visando a separagdo entre duas classes de amostras. O modelo ¢ construido a partir de duas
matrizes: uma matriz X (em nosso caso, dados espectrais) e uma matriz de classe Y, que contém
a classifica¢dao das amostras. Um modelo PLS-DA tentara encontrar a dire¢ao multidimensional
no espago X que explica a dire¢do maxima da variacdo multidimensional no espaco Y. O
método visa encontrar uma linha reta que divida o espaco em duas regides, separando as
amostras em 2 grupos. Dentre as vantagens fornecidas pela metodologia PLS-DA para dados
espectrais, destacamos a possibilidade de avaliagdo de dados altamente correlacionados,
reduzindo os efeitos dos ruidos e extragao de elementos estatisticos que avaliam a contribuigao
de cada variavel para a constru¢cdo dos modelos, dos pesos e dos valores VIP (do inglés,
variance important on projection). Finalmente, o formalismo PLS-DA permite uma facil e
simples identificacdo grafica dos dados em uma dimensao reduzida, destacando a separacao
entre classes distintas. Normalmente, essa validacao ¢ feita usando o teste de permutacao, na
qual as classes das amostras sdo criadas. As eficiéncias desses modelos na classificacdo das
amostras sdo comparadas visando verificar a confiabilidade do modelo original. Tendo em vista
possiveis variacdes dos metabodlitos sanguineos inerentes a cada individuo, ha uma preocupagao
de que a alta sensibilidade da metabondmica faca com que essas variagdes nao relacionadas aos
fatores estudados sejam capturadas como variagdes de significancia estatistica. O uso de
ferramentas de estatistica multivariada supracitadas permite obter modelos adequados
eliminando variagdes inerentes aos individuos e sem significancia clinica.

A OPLS-DA ¢ uma variante da PLS-DA que usa a informag¢do contida na matriz Y
categorica para decompor a matriz de dados X em trés partes distintas. A OPLS-DA ¢
frequentemente usado no lugar da PLS-DA para separar variagdes discriminantes das nao

discriminantes relacionadas aos grupos. Deste modo, a OPLS-DA constr6éi modelos mais
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facilmente interpretaveis em comparagdo com o PLS-DA. E importante ressaltar que a PLS e a
OPLS forcam a separagdo entre grupos experimentais, requerendo rigorosa validacao para
garantir sua confiabilidade.

A PLS-DA e a OPLS-DA foram realizadas usando a plataforma on-line disponibilizada
para estudos metabondmicos, denominada de MetaboAnalyst 4.0, enquanto os modelos
determinados pela LDA foram obtidos com a assisténcia do Statistica Software 10.0.

Quanto ao pré-processamento, as amostras foram individualmente normalizadas pela
soma ¢ cada variavel foi normalizada usando auto escalonamento. Isto foi realizado para
comparar os dados espectrais, evitando problemas com diluicdes de amostras. Os modelos
desenvolvidos pela LDA foram construidos usando 4 variaveis, que foram selecionadas a partir
do algoritmo genético. Em relagdo a etapa de validacao, o modelo LDA para o diagndstico de
cancer de prostata foi validado por LOOCV (do inglés, leave-one-out-cross validation). No
caso da OPLS-DA, foi determinado o nimero ideal de variaveis latentes para o modelo, usando
LOOCYV, que forneceu a base para o calculo da capacidade preditiva (Q2), coeficiente de
determinagdo (R2) e precisao de classificagao do modelo.

ApoOs a etapa de validacdo, foram calculadas as seguintes figuras de mérito:
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e
acuracia dos modelos. Para a validacdo dos modelos OPLS-DA foi utilizado o teste de
permutacao, o qual fez 1000 permutagdes na identificagao da classe. O LOOCYV foi usado para
determinar os valores de Q2, R2 ¢ a acuracia de classificagao do modelo. O modelo OPLS-DA
fornece medidas quantitativas sobre a capacidade de discriminacao de cada bin espectral. Esta

informacao foi extraida a partir do grafico da importancia da variavel na proje¢ao VIP.

3.5.3 Procedimentos éticos

3.5.3.1 Aprovagio pelo Comité de Etica do CCS

O projeto foi aprovado pelo comité de ética do CCS em 04/08/2018 sob o parecer
numero 2.937.472 (Anexo A).

3.5.3.2 Protecao dos individuos envolvidos no estudo

Os riscos aos pacientes incluidos na pesquisa sao:
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Grupo A - As possiveis complicacdes sao decorrentes do procedimento indicado para
tratar o cancer de prostata (prostatectomia radical): incontinéncia urindria, disfuncao erétil,
estenose da anastomose vésico-uretral, infeccdo da ferida operatoria, hérnia incisional,
trombose venosa profunda e infarto agudo do miocérdio. Sobre a coleta dos materiais para
analise, as complica¢des sdo praticamente inexistentes ou pouco graves, podendo ocorrer
hematomas no local onde a agulha foi inserida para retirada de sangue e/ou flebite que
geralmente regridem espontaneamente ou com uso de anti-inflamatdrios.

Grupo B - Os riscos sao devidos a coleta de material para analise e sao semelhantes aos
do Grupo A.

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente hospitalar adequado e por

profissionais capacitados.
3.5.3.3 Beneficios para os individuos e sociedade

Desenvolver um marcador para cancer de prostata com alta sensibilidade e
especificidade, a fim de evitar biopsias prostaticas desnecessarias, diminuindo o diagnostico de
doenca clinicamente insignificante e aumentando o diagnéstico de doenga clinicamente
significante.

3.5.3.4 Beneficios para a ciéncia

Promover a metabondmica como mais uma ferramenta para o diagnodstico do cancer de

prostata, destacando a importancia do fendtipo metabolico na medicina.
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Os grupos foram compostos por 20 participantes cada. As caracteristicas demograficas

e clinicas sdo mostradas abaixo (Tabela 11).

Tabela 11 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos A ¢ B.

Grupo A(n=20) Grupo B(n=20)
Idade em anos (média + DP*) 65,5+5,2 53,1 £10,1 (p<0,0001)
PSA total em ng/ml (média +£ DP*) 10,74 + 8,99 0,601 + 0,23 (p<0,0001)
Volume da prostata em cm? (USG) 43,14+ 15,34 22,82 +5,73 (p<0,0001)

(média = DP*)
*DP: desvio-padrao

4.2 DADOS ESPECTRAIS E ANALISES MULTIVARIADAS

Ap0s obten¢do dos espectros de H'RMN do soro de sangue (Figura 3), foi incialmente
empregado o método de analise de componentes principais (PCA) para uma analise exploratoria
do nosso conjunto de dados com o objetivo de observar se eles naturalmente agrupavam no
espago multidimensional.(Figura 4) Porém, ndo foi observada uma aglomeracao natural das
amostras em funcao da presenc¢a ou nao de cancer de prostata. Dois modelos supervisionados
foram construidos, usando os formalismos OPLS-DA e LDA, respectivamente. O modelo
OPLS-DA conseguiu discriminar os dois grupos com uma acuréacia de aproximadamente 78%
e P<0,005 (Figura 5).

Figura 3 - Espectro de H! RMN de soro das 40 amostras (Grupos A ¢ B).

so

Fonte: o autor, 2021.



33

Figura 4 — Analise dos componentes principais (PCA) demonstrando falha em diferenciar os
grupos.
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Figura S - Analise discriminante parcial de minimos quadrados ortogonal (OPLS-DA)
demonstrando diferenciagdo entre os grupos.
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Buscando otimizar os resultados, a matriz de dado previamente pré-processada foi
submetida a LDA. O modelo LDA foi construido com 4 variaveis a partir da selecdo de
variaveis utilizando o algoritmo genético. As variaveis selecionadas para o modelo LDA
apresentaram os seguintes deslocamentos quimicos & (ppm) 1.20, 1.73, 2,29, 3,95. O modelo
foi avaliado pelo teste Fischer com 5 e 37 graus de liberdade e apresentou significancia
estatistica (F37,5 = 18,10; p<0,001).

O modelo foi validado usando LOOCYV. Basicamente, essa validacao constroi 40
modelos distintos utilizando as mesmas amostras, com a exce¢do de uma amostra por vez, que
sera classificada pelo modelo construido.

O resultado dessa validagdo apresentou uma acuracia de 95%, acima da obtida pela
OPLS-DA. O modelo LDA classificou erroneamente as amostras 30 ¢ 105, uma do Grupo A e

uma do Grupo B, mostrado na Figura 6.

Figura 6 — Anélise discriminante linear (LDA) demonstrando diferenciacao entre os grupos.
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Ap6s a validagdo LOOCV, o modelo apresentou sensibilidade = 95%, especificidade =
95%, VPP (valor preditivo positivo) = 95% e VPN (valor preditivo negativo) = 95%. A Tabela

12 apresenta de forma resumida os resultados para o modelo LDA.
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Tabela 12 — Resultados do modelo da analise discriminante linear (LDA) dos dados espectrais
de H! RMN para discriminac@o entre os grupos.

Modelo

Grupo A Grupo B Total
Grupo A 19 1 20
Grupo B 1 19 20
Acuracia: 95% VPP: 95%
Sensibilidade: 95% VPN: 95%
Especificidade: 95% F37,5=18,10

(P<0.001)

Grupo A: Grupo Cancer de Préstata; Grupo B: Grupo Controle; VPP: Valor Preditivo
Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo; F37,5: Teste de Fischer
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5 DISCUSSAO

A ERMN ¢ uma das técnicas mais comumente usadas para obter uma visao sobre perfis
metabolicos influenciados por varios processos patoldgicos e compreensao do metabolismo dos
tecidos. Kumar demonstrou uma acuracia diagnostica de 88,3% com a analise do soro por H!
RMN contra 75,2% dos exames padrdes. Outro estudo utilizou trés plataformas analiticas (EM,
GC e ERMN) para analisar o plasma sérico e o soro, demonstrando uma sensibilidade de 81,5%
e especificidade de 75,2% para diferenciar o cancer de prostata da HPB. (63—64)

Nosso estudo demonstrou uma acuracia de 95% quando utilizamos LDA e de 78%
quando utilizamos OPLS-DA. LDA falhou apenas na classificacdo de uma amostra do Grupo
A e uma do Grupo B. MacKinnon analisou amostras de urina de 317 pacientes (111 com biopsia
negativa e 206 com biopsia positiva) com ERMN. PCA falhou em distinguir os pacientes
corretamente. Porém, quando utilizou PLS-DA, foi possivel diferenciar os pacientes com
cancer de prostata. Outra diferenca foi a utilizagdo do soro de sangue no nosso estudo, ja que a
urina parece ser mais sensivel a dieta, ao tempo da coleta e ao uso de medicagdes, podendo
interferir nos achados do espectro. (61)

Sobre os critérios de selecao, tanto no Grupo A quanto no Grupo B, a USG abdominal
nao poderia apresentar nenhuma evidéncia de neoplasia, assim como o sumario de urina deveria
apresentar menos de 5 hemacias por campo. A USG abdominal pode ser utilizada como método
de rastreamento de neoplasias abdominais, apresentando sensibilidade e especificidade de 82-
83% e 98-99% para diagnostico de cancer renal. Também pode ser util no rastreamento de
cancer gastrico, cancer colorretal e carcinoma hepatocelular. Assim, achados ultrassonograficos
normais minimizam o risco de neoplasias abdominais, diminuindo o risco de alteragdes
espectrais ndo causadas pelo cancer de prostata. (65-67)

Mais de 90% dos pacientes com cancer de bexiga apresentam algum grau de hematuria
ao diagnostico, seja visivel (macroscopica) ou nao-visivel (microscopica — definida como > 3
hemacias/campo de alta resolugdo). No nosso estudo, ampliamos o ponto de corte para 5
hemacias/campo de alta resolucao, ja que estudos mostram uma baixa incidéncia de neoplasia
do trato urinario com valores inferiores. (68)

Também decidimos excluir pacientes que fizeram ou estao fazendo uso de inibidores da
5 alfa-redutase, utilizados no tratamento da HPB. Essas medicagdes provocam alteragdes no
perfil metabolico, principalmente relacionados aos estrogenos, androgenos e esteroides. Os

bloqueadores androgénicos, quando utilizados no cancer de prostata metastatico, também
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provocaram alteragdes no perfil metabolico, podendo apresentar-se semelhante ao perfil de
individuos sadios. (3,69,70)

Como limitagdo do estudo, encontramos uma diferenca significativa na variavel idade
entre os grupos (65,5+5,2 anos no Grupo A e 53,1+10,1 anos no Grupo B, p<0,0001). A
prevaléncia do cancer de prdstata aumenta com a idade, sendo um dos motivos da diferenca
significativa entre os grupos. No grupo controle do estudo foi necessario que os individuos
tivessem um valor de PSA<1 ng/ml e conforme descrito por Gustafsson, o PSA aumenta 2,4%
ao ano em pacientes sem cancer de prostata. (Tabela 13) Ainda, os individuos do grupo controle
apresentaram volume prostatico significativamente menor que os do grupo A, o que também
pode ser explicado pela diferenca de idade entre os grupos. Gustafsson, em seu estudo, também

descreveu o aumento do volume prostatico de 1,6% ao ano. Figura 7 (71,72)

Figura 7 — Relagao entre idade, PSA e volume prostatico.

VOLUME
PROSTATA

Fonte: http://www.prostata.com.br, 2021.

O envelhecimento também pode provocar alteragdes no fenotipo metabodlico. Darst,
apOs o ajuste para multiplos testes, verificou que os niveis de 623 metabdlitos (56,8% dos
metabolitos avaliados) mudaram significativamente com a idade, 523 dos quais aumentaram
com a idade. Do total de 34 lipidios esteroides testados, 29 diminuiram significativamente com
a idade (incluindo 19/22 androgénicos, 5/5 progestagenos, 4/4 pregnenolona e 1/3
corticosterdides), enquanto dois, o 1l-cetoetiocolanolona glucuronideo, um esteroide
androgénico, e o cortisol, aumentaram significativamente com a idade. Niveis mais elevados
da maioria dos acidos graxos foram associados ao aumento da idade (incluindo 13 de 14 acidos
graxos de cadeia longa, 28 de 34 acilcarnitinas e 42 de 78 outros acidos graxos). Niveis mais

altos de esfingolipideos tendem a estar associados ao aumento da idade (24 de 25
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esfingolipideos associados). 87,6% dos niveis dos aminoacidos também foram alterados com a
idade (92 de 105 aminoacidos associados), incluindo glutamina e tirosina. Cinco outros
aminoacidos comuns diminuiram com a idade (histidina, treonina, triptofano, leucina e serina),
enquanto os outros 13 ndo foram associados com a idade. Assim, esse viés de selecdo pode

influenciar no resultado dos espectros. (73)

Tabela 13 — Valores de PSA ajustados com a idade.

Faixa etaria (em anos) PSA (ng/ml)
55-59 52
60-64 5,8
65-70 6,7

Nao poderia deixar de citar os efeitos da pandemia de COVID-19. Devido a diferenga
entre a faixa-etaria, haviamos decidido aumentar o nimero amostral dos 2 grupos, tentando
recrutar individuos do grupo controle com idade mais avangada. Porém, devido as orientagdes
de isolamento e distanciamento pelo governo para impedir a disseminagdo do virus, ficamos
impossibilitados de executar o recrutamento de individuos e realizar a anélise das amostras que
seriam coletadas.

Como perspectivas futuras, além de poder ser utilizada como biomarcador para
diagnostico do cancer de prostata, a metabondmica poderd ser usada para estratificar os
pacientes de acordo com o Escore de Gleason e identificar pacientes com risco de recidiva apos

terapia com intenc¢ao curativa.



39

6 CONCLUSAO

A diferencga entre os espectros do soro do sangue analisados por H! RMN dos pacientes
com cancer de prostata apresentou diferenca significativa quando comparado aos espectros dos
pacientes sem evidéncias de cancer de prostata. A metabondmica pode se tornar uma ferramenta

fundamental no diagnoéstico do cancer de prostata.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARCIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO — HC/UFPE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES

(PACIENTES COM CANCER DE PROSTATA QUE SERAO SUBMETIDOS A PROSTATECTOMIA RADICAL)

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugao 466/12)

Convidamos o (a) Sr.(a) para
participar como voluntario (a) da pesquisa AVALIACAO METABONOMICA EM AMOSTRAS DE URINA E SANGUE DE PACIENTES
COM CANCER DE PROSTATA , que esta sob a responsabilidade do pesquisador MOACIR CAVALCANTE DE ALBUQUERQUE NETO,
enderego Av. Prof. Moraes Rego, SN— Cidade Universitaria, Recife — PE — CEP: 50670-901, telefone (81) 2126-3649 (ambulatdrio de urologia,

quinto andar do Hospital das Clinicas da UFPE), email: moacircavalcante@hotmail.com e dos pesquisadores assistentes:

- Thiago Siqueira Leite, telefone: 2126-3649
- Ricardo Oliveira da Silva
- Salvador Vilar Correia Lima, telefone: 2126-3649

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o senhor ndo entenda. Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa a
quem esta lhe entrevistando, para que o senhor esteja bem esclarecido sobre tudo que estd respondendo. Apds ser esclarecido sobre as
informagdes a seguir, caso aceite fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas
¢ sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, o Sr. ndo serd penalizado de forma alguma. Também garantimos que o Senhor
tem o direito de retirar o consentimento da sua participagdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade. Ressaltamos ainda que as
amostras sanguineas ndo serdo utilizadas para realizagdo de qualquer agente viral como por exemplo os virus das hepatites, nem do virus da
imunodeficiéncia adquirida.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

- Essa pesquisa vai avaliar se pacientes com Cancer de Prostata apresentam alteragdo nos espectros gerados por ressonancia
magnética de 'H. Hoje em dia, ha preocupagdo em saber a agressividade do Cancer de Prostata para que seja definida a melhor opgdo de
tratamento (cirurgia, radioterapia ou acompanhamento). O senhor ja tem diagnostico de Cancer de Prostata e concordou em ser submetido a
tratamento cirurgico (prostatectomia radical — retirada completa da prostata e vesiculas seminais e dos linfonodos pélvicos, se necessario) em
consulta ambulatorial. Um dia antes da cirurgia, quando ja estiver internado, serdo coletados amostras de sangue e urina e que serdo enviados
para o departamento de quimica, onde sera feito a analise. Apos a cirurgia, o senhor serd acompanhado em consultas regulares (1, 3, 6, 9, 12,
15, 18 e 24 meses apos a cirurgia).

- O senhor estara participando da pesquisa a partir do momento em que concordar em assinar esse termo. Se em algum momento
ndo desejar mais participar do estudo, serd permitida sua saida sem qualquer forma de constrangimento.

- As possiveis complicagdes sdo decorrentes da cirurgia a qual o senhor serd submetido (prostatectomia radical) e sdo: incontinéncia
urindria (perda de urina sem desejo proprio), disfuncdo erétil (perda da eregdo), estenose da anastomose (estreitamento do canal uretral),
infecgdo da ferida operatoria, hérnia incisional, trombose nas pernas e infarto agudo do miocéardio. Caso ocorra algum desses problemas, o (a)
senhor (a) pode entrar em contato com qualquer um dos pesquisadores, através dos contatos acima ou vir ao servigo de pronto atendimento
(SPA) ou ao Ambulatério de Urologia do Hospital das Clinicas para que sejam tomadas as devidas providéncias. Além disso, como ja
informado, o senhor serd acompanhado regularmente no ambulatorio de urologia apds a cirurgia, onde essas possiveis complica¢des poderdo
ser tratadas.

- Sobre a coleta dos materiais para andlise, as complicagdes sdo praticamente inexistentes ou pouco graves, podendo ocorrer
hematomas no local onde a agulha foi inserida para retirada de sangue e/ou flebite (inflamacdo da veia onde a agulha foi inserida) que
geralmente regridem espontaneamente ou com uso de anti-inflamatérios.

- As informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo
identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa através de analise de prontudrio ficardo armazenados em computador de uso pessoal sob a responsabilidade dos
pesquisadores e do orientador, no enderego (acima informado), pelo periodo de (5 anos).

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Moacir Cavalcante de Albuquerque Neto — Pesquisador responsavel
Thiago Siqueira Leite — Pesquisador assistente
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO — HC/UFPE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES

(PACIENTES SEM EVIDENCIAS DE CANCER DE PROSTATA)

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugdo 466/12)
Convidamos o Sr. para participar

como voluntario da pesquisa AVALIACAO METABONOMICA EM AMOSTRAS DE URINA E SANGUE DE PACIENTES COM
CANCER DE PROSTATA , que esta sob a responsabilidade do pesquisador MOACIR CAVALCANTE DE ALBUQUERQUE NETO,
enderego Av. Prof. Moraes Rego, SN— Cidade Universitaria, Recife — PE — CEP: 50670-901, telefone (81) 2126-3649 (ambulatdrio de urologia,

quinto andar do Hospital das Clinicas da UFPE), email: moacircavalcante@hotmail.com e dos pesquisadores assistentes:

- Thiago Siqueira Leite, telefone: 2126-3649
- Ricardo Oliveira da Silva
- Salvador Vilar Correia Lima, telefone: 2126-3649

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o senhor ndo entenda. Caso haja alguma duavida, pergunte a pessoa a
quem esta lhe entrevistando, para que o senhor esteja bem esclarecido sobre tudo que estd respondendo. Apds ser esclarecido sobre as
informagdes a seguir, caso aceite fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas
¢ sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, o senhor ndo sera penalizado de forma alguma. Também garantimos que o
Senhor tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade. Ressaltamos ainda
que as amostras sanguineas ndo serdo utilizadas para realizagdo de qualquer agente viral como por exemplo os virus das hepatites, nem do
virus da imunodeficiéncia adquirida.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

- Essa pesquisa vai avaliar se pacientes com Cancer de Prostata apresentam alteragdo nos espectros gerados por ressonancia
magnética de 'H. Hoje em dia, ha preocupagdo em saber a agressividade do Cancer de Prostata para que seja definida a melhor opgdo de
tratamento (cirurgia, radioterapia ou acompanhamento). O senhor ndo tem evidéncias de cancer de prostata e seu exames serdo comparados
com os dos pacientes com cancer de prostata.

- O senhor devera realizar os seguintes exames: PSA (exame de sangue) e toque retal para avaliar a possibilidade de ter cancer de
prostata , ultrassonografia do abdome total para avaliar a possibilidade de alguma cancer em outros 6rgaos e sumario de urina para avaliar a
presenca de sangue na urina.

- O senhor estara participando da pesquisa a partir do momento em que concordar em assinar esse termo. Se em algum momento
ndo desejar mais participar do estudo, serd permitida sua saida sem qualquer forma de constrangimento.

- As possiveis complicagdes sdo raras e improvaveis, podendo ocorrer hematomas no local onde a agulha foi inserida para retirada
de sangue e/ou flebite (inflamag@o da veia onde a agulha foi inserida) que geralmente regridem espontaneamente ou com uso de anti-
inflamatorios. Caso ocorra algum desses problemas, o (a) senhor (a) pode entrar em contato com qualquer um dos pesquisadores, através dos
contatos acima ou vir ao servigo de pronto atendimento (SPA) ou ao Ambulatério de Urologia do Hospital das Clinicas para que sejam tomadas
as devidas providéncias.

- As informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo
identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa através de analise de prontudrio ficardo armazenados em computador de uso pessoal sob a responsabilidade dos
pesquisadores e do orientador, no enderego (acima informado), pelo periodo de (5 anos).

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Moacir Cavalcante de Albuquerque Neto — Pesquisador responsavel
Thiago Siqueira Leite — Pesquisador assistente
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu,

, CPF , abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar
e ter esclarecido as minhas dividas com o pesquisador responsavel ou assistente, concordo em participar do estudo AVALIACAO
METABONOMICA EM AMOSTRAS DE URINA E SANGUE DE PACIENTES COM CANCER DE PROSTATA, como voluntario. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos
e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que

isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Impressao digital (Opcional)

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do voluntério em participar.
(02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):
Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:



APENDICE B - PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo metabonémica em amostras de urina e sangue de pacientes com cancer de
prostata.

Pesquisador: Moacir Cavalcante de Albuquerque Neto

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 96214618.3.0000.5208

Instituicao Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.937.472

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de tese do estudante MOACIR CAVALCANTE DE ALBUQUERQUE NETO sob a
orientag@o do Professor SALVADOR VILAR CORREIA LIMA, vinculado ao Programa de Pés-Graduagdo em
Cirurgia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O projeto sera realizado no Ambulatério de
Urologia e Setor de Cirurgia do Hospital das Clinicas da UFPE, e na Central Analitica no Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE. A proposta consiste basicamente na analise da hipotese: Os espectros de
ressonancia nuclear magnética (RNM) do soro e urina dos pacientes com cancer de prostata sdo diferentes
dos pacientes sem cancer de Prostata. Para este fim realizar-se-4 um estudo com pacientes provenientes
do ambulatério de urologia do Hospital das Clinicas da UFPE, com diagnéstico de cancer de prostata, bem
como voluntarios saudaveis, sem evidéncia de cancer de prostata. Serdo incluidos no estudo, pacientes do
sexo masculino entre 40 e 75 anos de idade , com diagnéstico de cancer de prostata que serdo submetidos
a prostatectomia radical (Grupo A, 30 pacientes) e pacientes sem evidéncias de cancer de prostata (Grupo
B, 30 pacientes). De todos os pacientes serao coletadas amostras de urina e sangue para serem analisadas
por ressonancia nuclear magnética (RNM) no Departamento de Quimica Fundamental. Os espectros serdo
determinados para o Grupo A e para o Grupo B. Os espectros do Grupo A serao estratificados, apés a
analise histologica da peca operatéria, de acordo com Escore de Gleason /ISUP (6 ou>7/10u>2) e com
a classificagdo de risco da Associag@o Européia de Urologia — EAU (baixo risco, risco intermediario e alto
risco). Ainda, os pacientes do Grupo A terdo

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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amostras de urina e sangue colhidas para avaliagdo do espectro 1 e 3 meses ap6s a cirurgia. Para avaliar
recorréncia bioquimica, sera dosado PSA sérico 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 meses apos a cirurgia.
Adicionalmente todos os dados serdo armazenados por um periodo de 5 anos, sob a responsabilidade do
pesquisador principal.

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:

Avaliar se ha diferenga entre os espectros de RNM de 1H obtidos da urina e do soro de pacientes com
cancer de prostata e de pacientes sem evidéncias de cancer de prostata.

Objetivo secundario:

Avaliar se os espectros de RNM de 1H obtidos da urina e do soro podem predizer o risco de recorréncia da
doenga pos-prostatectomia radical.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios estdo explicitamente delineados no projeto de pesquisa e no termo de consentimento
livre esclarecido. Os riscos aos pacientes incluidos na pesquisa sdo: GRUPO A: As possiveis complicagdes
sdo decorrentes do procedimento que foi indicado para tratar o cancer de prostata (prostatectomia radical):
incontinéncia urinaria, disfungdo erétil, estenose da anastomose, infecgao da ferida operatéria, hérnia
incisional, trombose menos profunda e infarto agudo do miocardio. Sobre a coleta dos materiais para
analise, as complicagbes sdo praticamente inexistentes ou pouco graves, podendo ocorrer hematomas no
local onde a agulha foi inserida para retirada de sangue e/ou flebite que geralmente regridem
espontaneamente ou com uso de anti-inflamatérios. GRUPO B: Os riscos sdo devidos a coleta de material
para analise e sdo semelhantes ao do GRUPO A. Todos os procedimentos serdo realizados em ambiente
hospitalar adequado e por profissionais experientes.

Os possiveis beneficios sao a possibilidade de desenvolver um marcador preciso para cancer de prostata
que tenha boa sensibilidade e alta especificidade a fim de evitar bidpsias prostaticas desnecessarias, além
de determinar a agressividade da doenga e o risco de recorréncia pos-prostatectomia radical.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma tematica atual e interessante para comunidade médica e aos pacientes portadores de
cancer de prostata e homens sadios, pois, a pesquisa visa o desenvolvimento novas estratégias de
diagnostico.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

As cartas de anuéncias, termo de confidencialidade, curriculos e termo de consentimento livre e esclarecido
estdo devidamente anexados. A folha de rosto esta devidamente assinada e carimbada pela Coordenagéo
do Programa de Pds-Graduagéo em Cirurgia da UFPE e também pela Chefia da Unidade de Gerenciamento
da produgao cientifica do HC-UFPE. O or¢camento de aproximadamente 200,00 reais sera de
responsabilidade do pesquisador principal. O cronograma é compativel para a execugao do projeto e consta
que a coleta de dados s6 comegara apos aprovagédo pelo comité de ética.

Recomendacoes:

Revisar a ortografia no porjeto de pesquisa, pois, constam:
- pagina 2, linha 5, ESPRADOS;

- pagina 3, linha 8, MALIGNAS MAIS DE MAIOR.
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nenhuma

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e estd APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apés o envio da Notificagdo com o Relatério Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Ap6s apreciagdo desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nédo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagbes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, é obrigatoério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a
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assegurar todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que

tenha sido em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,

junto com seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 20/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1098560.pdf 08:48:23
Projeto Detalhado / |PROJETOPARAPLATAFORMABRASIL.| 15/08/2018 |Moacir Cavalcante del Aceito
Brochura doc 19:01:38 | Albuquerque Neto
| Investigador
TCLE / Termos de | TCLEsemCAP.docx 15/08/2018 |Moacir Cavalcante def Aceito
Assentimento / 18:47:01 |[Albuquerque Neto
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de [ TCLEcomCAP.docx 15/08/2018 |Moacir Cavalcante de| Aceito
Assentimento / 18:46:51 | Albuquerque Neto
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folhaderostoassinada.pdf 15/08/2018 |Moacir Cavalcante de] Aceito

10:17:08 |[Albuquerque Neto
Outros COMPROMISSOECONFIDENCIALIDA | 09/08/2018 |Moacir Cavalcante de| Aceito
DE.PDF 19:24:51 |Albuquerque Neto
Outros ANUENCIAURO.pdf 09/08/2018 |Moacir Cavalcante de] Aceito
18:33:24 | Albuquerque Neto
Outros HISTORICOESCOLAR.jpg 08/08/2018 |Moacir Cavalcante del Aceito
16:13:04 | Albuquerque Neto
Outros LattesSalvador.pdf 08/08/2018 |Moacir Cavalcante del Aceito
16:05:16 |Albuquerque Neto
Outros LattesRicardo.pdf 08/08/2018 |Moacir Cavalcante de] Aceito
16:04:14 |Albuquerque Neto
Outros LattesLeslie.pdf 08/08/2018 |Moacir Cavalcante del Aceito
16:02:11 [ Albuquerque Neto
Outros LATTESThiago.pdf 08/08/2018 |Moacir Cavalcante dg] Aceito
16:01:08 | Albuguerque
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UFPE

Continuagao do Parecer: 2.937.472

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Qoo

Outros LATTESThiago.pdf 08/08/2018 |Neto Aceito
16:01:08

Outros LATTESMoacir.pdf 08/08/2018 |Moacir Cavalcante del Aceito
16:00:41 [Albuquerque Neto

Outros ANUENCIADQF.pdf 08/08/2018 |Moacir Cavalcante de] Aceito
15:13:16 | Albuquerque Neto eI

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:

RECIFE, 04 de Outubro de 2018

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador(a))

Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saide

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE
Telefone:

Municipio: RECIFE
(81)2126-8588
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