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Determinacéo dos niveis de porfirinas fecais pores  pectroscopia de
fluorescéncia em individuos com cancer de préstata

Daniel Riani Gotardelo
RESUMO

Modelos experimentais de cancer de préstata demonstraram niveis aumentados
de protoporfirina IX (PplX) no sangue e nas fezes de camundongos, fazendo com
que a quantificagdo dessa molécula pudesse ser aventada para a identificacdo
desse tipo de tumor. Nesse estudo do tipo caso-controle, a autofluorescéncia de
porfirinas em fezes humanas foi analisada usando espectroscopia de
fluorescéncia em pacientes com céancer de prostata e controles. Dados
sociodemogréficos, amostras sanguineas para determinacdo dos niveis de PSA
(antigeno prostatico especifico) e amostras de fezes para quantificacdo de
porfirinas foram obtidas apds consentimento dos pacientes. Recrutaram-se 18
pacientes em amostra calculada a partir dos estudos de referéncia. Realizou-se
varredura para encontrar o melhor pico espectrofotométrico a partir de diversas
diluicbes acetonal/fezes. Primeiramente, 3 mililitros de acetona de grau analitico
foram adicionados a 0,3 gramas de fezes e a mistura foi macerada e centrifugada
a 4.000 rotacdes por minuto durante 15 minutos. O sobrenadante foi analisado
espectroscopicamente. Os espectros de emissdo a 550-750 nm foram obtidos
excitando as amostras a 405 nm. Variaveis sociodemograficas foram analisadas e
evidenciaram homogeneidade entre o0s grupos estudados. Um contraste
significativo entre as amostras de individuos normais e oncologicos foi
estabelecido na regido espectral de 670-675 nm (p = 0,000127), o que
corresponde a um aumento significativo de porfirinas fecais em pacientes com
cancer. Nao houve correlacdo estatisticamente significativa entre os niveis de
PSA e as porfirinas fecais (R = -0,0221). Neste estudo preliminar realizado em
seres humanos, os resultados mostram um método simples e ndo invasivo para
avaliar as porfirinas fecais, que tém o potencial de funcionar como um
biomarcador tumoral em pacientes com céancer de prostata. Essa abordagem

poderia aumentar a sensibilidade e a especificidade do teste de PSA.

Palavras-chave: Porfirinas, Fezes, Cancer de Prostata, Espectroscopia de
Fluorescéncia.



Determination of faecal porphyrin levels by fluores cence spectroscopy
in individuals with prostate cancer

Daniel Riani Gotardelo

ABSTRACT

Experimental models of prostate cancer have demonstrated increased levels of
protoporphyrin IX (PpIX) in the blood and faeces of mice. Hence, the quantification
of these autofluorescent molecules could be hypothesized to be a potential marker
for this type of tumour. In this case-control study, the autofluorescence of
porphyrins in human faeces from patients with prostate cancer and control
subjects was analysed using fluorescence spectroscopy. Socio-demographic data,
blood samples for determination of PSA levels and faeces samples for
quantification of porphyrins were obtained after consent of the patients. Eighteen
patients were recruited in a sample calculated from the reference studies.
Scanning was performed to determine the best spectrophotometric peak from
various acetone/faecal dilutions. First, 3 mL of analytical-grade acetone was
added to 0.3 g of faeces, and the mixture was macerated and centrifuged at 4000
rom for 15 min. The supernatant was analysed spectroscopically. The emission
spectra from 550 to 750 nm were obtained by exciting the samples at 405 nm.
Socio-demographic variables were analyzed and showed homogeneity among the
groups studied. A significant difference between the samples from control and
cancer subjects was established in the spectral region of 670-675 nm (p =
0.000127), which corresponds to a significant increase in faecal porphyrins in
patients with cancer. There was no statistically significant correlation between PSA
levels and faecal porphyrins (R = -0,0221). In this preliminary study conducted in
humans, the results show a simple and non-invasive method to assess faecal
porphyrins, which have the potential to function as a tumour biomarker in patients
with prostate cancer. This approach has improved sensitivity and specificity over
PSA testing.

Keywords: Porphyrins, Faeces, Prostate Cancer, Fluorescence spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

1.1Cancer de prostata

1.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

Desconsiderando-se os tumores de pele, o cancer de préstata € o mais
incidente entre os homens no Brasil e no mundo. Em 2016, uma estimativa
considerou 1 milhdo e 400 mil novos casos no mundo e 381 mil mortes devido a
neoplasia. Nos Estados Unidos, acredita-se que esse tipo de cancer tenha levado
ao Obito 29.720 pessoas apenas no ano de 2013. Para o ano de 2018, estima-se
gue tenham ocorrido 68.220 novos casos no Brasil, de acordo com o Instituto
Nacional de Cancer — INCA (1, 2).

O risco de desenvolver cancer de préstata durante a vida é de 15,3%
nos Estados Unidos, sendo proporcionalmente maior com o avancar da idade:
0,3% até 49 anos, 2,3% entre 50 e 59 anos, 6,4% entre 60 e 69 anos e 11,2% a
partir dos 70 anos. No mesmo pais, a incidéncia da enfermidade em negros é de
220 para 100.000 individuos, enquanto que em brancos € de 138,6 e 124,2 em
hispanicos (3).

Uma revisdo sistematica de 29 séries de casos avaliou a prevaléncia
mundial de carcinoma prostatico incidental em autépsias de 8.776 individuos que
morreram por outras causas, revelando que a prevaléncia aumentava de 5%, em
individuos com menos de 30 anos, para 59% em individuos com mais de 79 anos,
achados que apontam para a possibilidade de sobrediagndstico e sobretratamento
da doenca, possivelmente limitando a utilidade de programas de rastreamento
para essa enfermidade, uma vez que muitos desses pacientes ndo faleceram “por
causa” da doenga, mas “com” a doenca (4).

Ha uma leve tendéncia de queda das taxas de mortalidade ajustadas
por idade devido ao carcinoma prostatico nos ultimos anos. A sobrevida
relacionada a essa neoplasia pode variar de acordo com o0 estadiamento da
doenca e com a raga, sendo menor em estagios mais avancados e na populagéo
negra (3).

Quanto a hereditariedade do cancer de prostata, também designado

carcinoma prostatico ou cancer prostatico, mais de 90% dos casos aparecem
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espontaneamente e 9% dos casos podem ser considerados hereditarios.
Individuos com cancer prostético hereditario geralmente tém a afeccdo em idade
mais precoce, sendo semelhante ao ndo hereditario em outros aspectos (5).

A idade é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de
prostata, sendo que a etnia e a histéria familiar também podem contribuir para o
seu aparecimento. Obesidade e dietas com base em gordura animal, carne
vermelha, embutidos e calcio tém sido associadas, em alguns trabalhos, ao
aumento do risco de desenvolver essa neoplasia. Por outro lado, acredita-se que
dietas a base de frutas e vegetais, ricas em fitoquimicos e antioxidantes, possam
interferir no desenvolvimento desse tipo de tumor por reduzirem potencialmente o
dano gendémico causado por espécies reativas de oxigénio e pela reducdo de
enzimas antioxidantes. A ingestdo de carotenoides, vitaminas C e E, polifendis
existentes em cafés e chas, flavonoides e licopenos também tem sido estudada
com resultados variaveis - ora positivos, ora negativos, ora sem associa¢cao com o
risco de desenvolvimento do tumor (2,6). De maneira geral, o papel da ingestéo de
café, verduras, alcool, cha, gorduras, lacteos, carnes, tomates, licopenos, vitamina
E, &cidos graxos e selénio no risco de desenvolvimento do cancer de prostata
permanece controverso ou nao estabelecido (7).

Considerando os fatores de risco anteriormente mencionados, aqueles
mais importantes no sentido de exercerem alguma influéncia na decisdo de
realizar o rastreamento sao: (1) aumento da idade, (2) ancestralidade — raca negra
e (3) histéria familiar — parentes de primeiro grau diagnosticados antes dos 65
anos de idade. Além disso, mutagcdes suspeitas ou confirmadas no gene BRCA
também parecem conferir risco aumentado (8).

Os fatores de risco considerados modificaveis para a prevencdo da
neoplasia prostatica estdo relacionados ao estilo de vida e aos habitos
alimentares. Menores indices de massa corporal (IMC) podem estar associados a
uma menor incidéncia da neoplasia, e um incremento nos niveis de atividade fisica
total também pode levar a uma reducdo de risco. Quanto a alimentacdo, o
consumo de peixes, apesar de aparentemente néo reduzir a incidéncia desse tipo
de céncer, parece apresentar potencial na reducdo da mortalidade especifica pela
doenca. Ingestédo de alimentos a base de soja e suplementos contendo vitaminas

antioxidantes em pequenas doses pode diminuir o risco da doenca. No caso dos
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antioxidantes, os achados sugerem efeito maior quando o PSA basal for menor
gue 3 mcg/L (6).

O uso de medicamentos da classe dos anti-inflamatérios nao
esteroidais pode estar associado a um menor risco da neoplasia, e o uso de
estatinas apresenta evidéncias conflitantes a esse respeito. A utilizacdo de
inibidores da enzima 5 alfa-redutase demonstrou reducéao de risco em homens que
se submetem regularmente ao rastreamento, com o inconveniente de poder estar
associada a um aumento do risco de neoplasia de alto grau. Quanto a essa
classe, indicacbes em que os beneficios provavelmente superariam 0S riscos
seriam o uso para afec¢des benignas (p. ex. hiperplasia prostética benigna) e para
individuos assintomaticos com PSA < 3ng/mL regularmente rastreados para

deteccao precoce da doenca (9).

1.1.2 Patogénese

A patogénese do cancer de prOstata envolve uma série de fatores
geneéticos. Especula-se que esses fatores estejam especialmente envolvidos no
surgimento da neoplasia, enquanto os fatores ambientais parecem contribuir para
0 aumento do risco de sua progressao (5), embora o conhecimento acerca desses
altimos seja escasso. Ainda ndo existem evidéncias sélidas para determinar
mudanc¢as comportamentais favoraveis no intuito de prevenir o cancer de prostata,
tais como reduzir o consumo de gordura animal e carnes vermelhas ou aumentar
a ingestado de frutas, cereais e vegetais. Até hoje, os poucos fatores de risco de
fato estabelecidos sdo idade, raca e histéria familiar (9).

O mecanismo genético causador do cancer de prostata guarda forte
relacdo com a historia familiar do paciente. Caso esta seja positiva em um parente
de primeiro grau, o risco de um homem desenvolver a neoplasia € duas vezes
maior que o da populagdo geral, subindo para quatro vezes se o parente de
primeiro grau teve a condicéo diagnosticada antes dos 60 anos. A carcinogénese
€, em geral, engatilhada pela acdo isolada ou pela interagcdo de variacdes
genéticas comuns, que oferecem baixo risco, e mutacdes raras altamente
penetrantes, que oferecem alto risco ao paciente. Varios estudos conseguiram
mapear 77 regibes de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNPs) associadas ao
cancer de prostata. Mutacbes de genes como o BRCA2 e o HOXB13 também

elevam significativamente o risco de seus portadores. Um gene BRCA2 mutante,
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por exemplo, confere a seu portador um risco 5 a 7 vezes maior de desenvolver
cancer de prostata, enquanto uma mutagdo no gene HOXB13 esté associada com
0 surgimento precoce da neoplasia. Ainda é controverso o risco relativo de
individuos com mutacéo no gene BRCA1 (9,10).

A existéncia do cancer de préstata ou até mesmo seu surgimento
precoce ndo garantem um perfil agressivo da doenca. A invasao local, formagé&o
de metéastases a distancia e a morte sdo consequéncias moduladas por varios dos
fatores genéticos citados acima. Comparando andlises genbmicas de pessoas
com uma doencga de curso agressivo e daquelas com curso indolente, bem como
ao comparar padrdes genémicos de células tumorais com diferentes pontuacdes
no Escore de Gleason, uma escala histopatolédgica relacionada a agressividade do
tumor, foi possivel determinar loci importantes associados a maior gravidade do
cancer de préstata. Estudos sugerem a relacdo do SNP rs17160911 em KLRG2,
7932-33 com formas agressivas do carcinoma prostatico. Outro SNP importante
descoberto foi 0 rs12621278 em IGTA6, 2g31.1, com um risco 2,4 vezes maior de
progressao da doenca associado ao genotipo AG, quando comparado ao genotipo
AA. Muitos outros SNPs somam-se a esses, totalizando 77 descobertos até entdo
associados ao surgimento e progressao da neoplasia (9, 10).

A etnia, muito ligada a fatores hereditarios, também é um fator de risco
significativo no curso do carcinoma prostatico. Sabe-se que, nos Estados Unidos,
afro-americanos tém um risco 1,4 vezes maior de serem diagnosticados e 2 a 3
vezes maior de morrerem de cancer de prostata, quando comparados aqueles de
descendéncia europeia. Mesmo quando ajustada por fatores socioeconémicos, a
mortalidade permanece maior no grupo dos afro-americanos (10).

Uma caracteristica peculiar do cancer de prostata que tem norteado
véarios estudos é sua associacdo com a histéria familiar de outros tipos de céancer.
Essa relacdo foi observada pela primeira vez em 1966 (11). Desde entdo, ja foi
relatado um risco aumentado em homens com histdria familiar de cancer de ovario
(OR 6.2, 95% IC: 1.2-32), bexiga (OR 3.5, 95% IC: 1.6-7.4) e renal (OR 3.1, 95%
IC: 1.1-8.5). Além disso, foram descobertos SNPs especificos como o rs1056538,
em ICAM5, 19p13.2, identificado em pacientes com carcinoma prostatico e em
coortes de cancer de mama, e 0 rs4242382, no cromossomo 8q24,

conhecidamente associado a uma maior susceptibilidade de desenvolver cancer
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de préstata, mas também um marcador de susceptibilidade ao cancer colorretal
(10).

O vasto progresso que tem sido feito no campo da genética €
especialmente atil, uma vez que os atuais metodos diagnodsticos e de
rastreamento do cancer de préstata sdo controversos. Dessa forma, uma triagem
genética poderia ser eficaz ao identificar os principais pacientes em risco de
desenvolver a doenca, bem como classificar aqueles que ja a possuem,
estratificando-os quanto a agressividade do tumor e, assim, norteando a
terapéutica.

Ainda que ndo haja evidéncias suficientes para recomendar mudancas
nos habitos de vida dos pacientes para a prevencao da doenca, ja foi notada uma
disparidade significativa na incidéncia e mortalidade pela doenca em paises
subdesenvolvidos, quando comparados a paises desenvolvidos - maior nesses
altimos, sugerindo que habitos de vida possam estar relacionados ao risco de

cancer de prostata (12,13).

1.1.3 Diagndstico

A suspeita diagnostica do cancer de préstata se d4 por meio da
dosagem do Antigeno Prostéatico Especifico (PSA) e pelo toque retal. Esses dois
métodos compdem as principais ferramentas no rastreamento da neoplasia,
fazendo parte de um dos temas mais controversos e debatidos da literatura
urologica. Uma vez estabelecida a suspeita, o diagndstico é definido ou refutado
pela biépsia e andlise histopatolégica do tecido prostatico. Mais recentemente,
uma nova tecnologia de sequenciamento genético de células cancerigenas tem
surgido com a proposta de se tornar o método diagnostico da préxima geracao
para deteccdo do cancer de prostata.

O PSA é uma proteina produzida pelas células da prostata que, em
condi¢cBes normais, é encontrada em pequena quantidade na corrente sanguinea.
Caso o0 PSA esteja aumentado, isso € um indicativo de alguma alteracdo na
prostata, ndo necessariamente uma neoplasia. Outras condi¢cdes que podem
aumentar o PSA sdo: prostatite, trauma (sondagem vesical, resseccdes
transuretrais, massagens prostaticas) e hiperplasia benigna da prostata. Em razéo
da baixa especificidade da dosagem de PSA para diagnosticar o cancer de

préstata, novos artificios foram criados para tornar o teste mais fidedigno,
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sobretudo quando encontrado em valores entre 4 e 10 ng/mL. Passou-se a
considerar a relagcdo PSA livre/PSA total (indicacdo de biopsia se for <25%); o
PSA ajustado pela idade, levando em consideracdo o crescimento da glandula
com o passar dos anos (Tabela 1); a relacdo PSA/volume prostéatico definido pelo
US (ultrassom) transretal (valores acima de 0,15 seriam sugestivos de neoplasia)
e uma velocidade de aumento do PSA acima de 0,75 ng/mL/ano (14).

Tabela 1 — PSA ajustado a idade

Idade PSA sérico
(anos) (ng/mL)
40-49 2,5
50-59 3,5
60-69 4,5
70-79 6,5

Fonte: MAGNABOSCO, W.J., 2014.

O paciente com cancer de prostata pode ser estadiado de acordo com
sua dosagem de PSA. Um valor abaixo de 10 ng/mL é um forte indicativo da
auséncia de doenca metastatica, enquanto valores acima de 20 ng/mL associam-
se com uma cintilografia 6ssea positiva em 16,2% dos casos, subindo para 73,4%
com um PSA > 100 ng/mL (14).

Por outro lado, em cerca de 18% dos pacientes com cancer de
prostata, o PSA se mostra inalterado (17). Tal fato justifica a utilizacdo do toque
retal como importante método diagndéstico a ser utilizado em conjunto com a
dosagem de PSA. Ademais, 80% dos tumores prostaticos se encontram na zona
periférica da glandula, sendo palpaveis pelo reto. O toque retal ainda € util no
estadiamento clinico do tumor: a auséncia de um nédulo palpavel indica um tumor
T1, enquanto sua presenca classifica o tumor como T2; caso o examinador nao
consiga definir os limites da glandula e ela seja imovel a palpacéo, sugere-se um
tumor T3, e uma massa extensa, fixa e endurecida indica uma classificacdo T4
(14).

O US transretal mostrou-se com o mesmo valor preditivo positivo que o
toque retal. Logo, ndo se recomenda o ultrassom na rotina clinica, a ndo ser para

guiar a biopsia (15).
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A definicho do diagnéstico se da& somente pela bidpsia,
preferencialmente guiada pelo US transretal. Durante o procedimento, devem-se
biopsiar 12 fragmentos, de modo que eles representem todas as regibes da
prostata. Fragmentos adicionais podem ser retirados caso uma area suspeita seja
identificada. O diagnoéstico € confirmado pela auséncia de células basais, sendo
gue em mais de 95% dos casos de biépsia positiva o laudo é de adenocarcinoma
acinar usual. Caso haja a presenca de neoplasia intraepitelial prostatica de alto
grau (lesdo precursora de neoplasia) em dois ou mais fragmentos, a rebidpsia
estd indicada. Pode-se ainda obter um laudo de “suspeito, mas ndo diagndstico
para cancer de préstata”, o que em geral significa que o material biopsiado é
insuficiente ou que faltam critérios citolégicos para definir o diagndstico.
Recomenda-se realizar uma avaliacdo imuno-histoquimica e, se essa também for
inconclusiva, rebiopsiar com uma maior amostragem da regido suspeita. A bidpsia
guiada por ressonancia magnética multiparamétrica, ainda um método pouco
utilizado, tem se mostrado eficaz, limitando o nimero de pacientes diagnosticados
com tumores clinicamente insignificantes e diminuindo o nimero necessario de
fragmentos (16).

Uma vez realizada a bidpsia, € possivel fazer o estadiamento
histopatolégico do tumor. O Escore de Gleason, criado em 1966, é a principal
ferramenta utilizada para esse propdosito, além de ser uma das mais poderosas
escalas no estabelecimento do progndstico. Essa escala consiste numa gradacéo
de 1 a 5 do padrao histopatolégico do tumor (quanto maior, mais agressivo e mal
diferenciado). O examinador deve identificar o padrao mais frequente na amostra
(priméario) e o segundo mais frequente (secundario), resultando, na teoria, em
uma pontuacéo de 2 a 10. Dessa forma, o resultado deveria ser apresentado de
modo a evidenciar os dois padrdes, de modo que, na notagdo, venha sempre
primeiro o padrdo predominante, seguido pelo secundario. Por exemplo, Gleason
7 (4+3).

Desde sua criacdo, o Escore de Gleason sofreu varias modificacoes,
sendo a ultima em 2014, que contribuiram positivamente na acuracia do
estadiamento. Observou-se um aumento da concordancia entre a biopsia por
agulha e da peca de prostatectomia radical de 58%, utilizando a escala original,
para 72%, utilizando a escala com as modificagcbes propostas em 2005 (17).

Embora existam poucos estudos comprovando a eficicia das modificagbes feitas,
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varios pontos conflituosos foram elucidados com as modificacdes no escore,
permitindo uma melhor aplicabilidade na pratica clinica (18).

Em 2005 ficou definido que as notas 1 e 2 do Escore de Gleason nunca
deveriam ser atribuidas para uma amostra de bidpsia por agulha, fazendo com
que, na pratica, a nota minima fosse 6, correspondendo a um tumor bem
diferenciado. Contudo, essa nota passava ao paciente uma falsa impressédo de
que ele possuia um tumor de gravidade moderada. Para resolver essa questéo,
foi proposta em 2014 uma nova agrupacéo do Escore de Gleason (Tabela 2) pela
Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP) (19), cuja eficdcia em

prever prognéstico ja foi comprovada por estudos recentes (20-22).

Tabela 2 — Nova classificacdo para o Escore de Gleason proposta pela Sociedade

Internacional de Patologia Uroldgica

Novo sistema de
classificacao

roposto pela
Escore de Gleason prop P

Sociedade
Internacional de
Patologia Urolbgica

1
2
3
4
5

3+3, 3+2, 2+3, 2+2
3+4
4+3
4+4, 345, 5+3
4+5, 5+4, 5+5

Fonte: SAMARATUNGA, H. et al, 2016.

Outro exame importante no espectro do cancer de prostata é a
cintilografia Ossea, Util na deteccdo de metastases Osseas. A ressonancia
magnética deve ser utilizada em caso de davida na cintilografia 6ssea. Pode-se
também fazer uso da ressonancia para avaliar a extensao extracapsular do tumor,
a invasdo das vesiculas seminais e os linfonodos regionais, embora tenha baixa
sensibilidade para identificar micrometéstases.

Uma vez diagnosticado e bem caracterizado o tumor, deve-se
classifica-lo de acordo com o estadiamento TNM - Tumor/Nodulos/Metastases

para enquadramento em uma das seguintes divisdes: tumores localizados
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(restritos a préstata) — T1 e T2, localmente avancados (com invasdo dos tecidos
adjacentes) — T3 e T4, e metastaticos (presenca de metastases linfonodais ou a
distancia) — N+ e/ou M+ (Figura 1). Todas as formas de classificacdo do cancer
de prostata sédo valiosos instrumentos de determinacdo do prognaostico, sobretudo

guando interpretadas globalmente.

Figura 1 — Classificacdo TNM, 72 edicao
Tumor primario TO Sem evidéncia tumoral

TU incidental < 5% amostra (detectado pela RTU)
TU incidental > 5% amostra {detectado pela RTU)
TU descoberto em hidpsia por agulha por
elevagdo PSA (com togue normal)

T2a TU acomete < ¥ de 1 lobo prostatico
T2b  TU acomete = ¥: de 1 lobo prostatico
T2c  TU acomete ambos os lobos prostaticos

Tla
Tib
Tic

T3a Extens3o extracapsular do tumor
T3b  Tumor invade as vesiculas seminais

1w W fixo ou invadindo estruturas adjacentes
(reto, bexiga, pelve, intesting)

Linfonodos regionais
(abaixo da bifurcagio N0  Linfonodos ndo acomehidos
entre as artérias iliacas)

N1  Metastase em linfonodos regionais

Metastases a disténcia
(categoria mais avancada)

MO  Auséncia de metastases a distancia

Mla Metastase para linfonodos ndo regionais
M1b Metastase para ossos

Mlc Metastase para outros Grgaos

Fonte: MAGNABOSCO, W.J., 2014.

Por outro lado, um dos pontos mais criticados em relagdo ao cancer de
prostata € o sobrediagnostico, ou seja, 0 excesso de diagndsticos realizados
muitas vezes desnecessariamente, uma vez que o tumor €, com frequéncia, de
evolucdo indolente. Uma das propostas mais promissoras para conseguir
identificar os tumores mais agressivos € 0 sequenciamento genético das células
tumorais. Esse processo permite o0 mapeamento da heterogeneidade intratumoral,
possibilitando a identificacdo de biomarcadores que se relacionam com a

agressividade do tumor, tornando-se uma ferramenta notavel para o
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direcionamento terapéutico. Para mais, 0 sequenciamento genético permitiria
ainda identificar mecanismos de resisténcia das células tumorais. A luz desse
conhecimento, juntamente das informac¢des gendmicas do paciente, seria possivel
o desenvolvimento de drogas capazes de agir eficientemente e mais

especificamente nas células neoplasicas (23).

1.1.4 Tratamento

O manejo do paciente diagnosticado com cancer de prostata depende
de uma série de fatores relacionados a forma de apresentacdo da doenca e ao
perfil do préprio paciente, que definirdo o grau da intervencao.

Na doenca localizada existem varias op¢des terapéuticas, de modo que
a escolha depende da avaliacdo de risco do paciente, considerando sua idade,
dosagem e densidade de PSA, estadiamento clinico do tumor, nimero de bidpsias
positivas e quantidade de tecido maligno por amostra. Essas variaveis podem
fazer com que a escolha do tratamento inclua desde a vigilancia ativa até uma
abordagem multimodal. Sabe-se que a maioria dos canceres de baixo
estadiamento (Gleason < 6) apresentam evolucéo indolente, bastando realizar a
vigilancia ativa, que consiste em monitorar o PSA sérico, repetir biopsias
prostaticas e realizar ressonancias magnéticas periodicamente, de modo que
alteracdes nesses exames sugestivas de progressdo da doenca indiqguem um
tratamento mais radical (9). A vigilancia ativa justifica-se pelo fato de as formas
mais radicais de tratamento ndo serem isentas de risco, além de estudos
indicarem que o risco de morte por cancer de préstata de baixo risco é de 1% em
10 anos (24, 25).

A grande maioria dos casos de canceres de prostata encontra-se na
faixa de risco baixo a intermediario. Especialmente nos carcinomas de baixo risco,
o diagnéstico deve ser preciso para que o médico possa adotar, de forma segura,
a conduta conservadora, poupando o paciente dos efeitos adversos das terapias
mais radicais. Nos pacientes com carcinoma prostatico de risco intermediario,
Gleason 7 (3+4) e PSA < 20, outras medidas terapéuticas devem ser
consideradas. Entre elas, pode-se optar pela prostatectomia radical, radioterapia
de raios externos (EBRT), braquiterapia ou modalidades mais novas, como a
crioterapia, o ultrassom focal de alta intensidade (HIFU) e a terapia fotodinamica
(9,26).
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Entre os tratamentos radicais (indicados para pacientes de risco
intermediario e alto), o Unico que apresenta dados de ensaios clinicos, quando
comparado com a conduta conservadora, € a prostatectomia radical. Ha
evidéncias de que a cirurgia, em um seguimento de 18 anos, reduziu a
mortalidade global (RR: 0,57; IC95%: 0,40 — 0,81) e a ocorréncia de metastases a
distancia (RR: 0,40; 1C95%: 0,21 — 0,73), embora nao tenha evidenciado uma
reducao significativa da mortalidade especifica pelo cancer de prostata (RR: 0,54;
IC95%: 0,26 — 1,13) (27). Entretanto, dadas suas varias complicacbes que
interferem de forma importante na qualidade de vida do paciente, a prostatectomia
radical ndo deve ser indicada indiscriminadamente. Outra opg¢ao, que demonstra
bom controle da doenca, sobretudo em pacientes de risco intermediario, € a
EBRT, especialmente quando associada a supressdo androgénica adjuvante,
concomitante ou neoadjuvante (26).

Em tempo, € importante lembrar que o céancer de préstata € uma doenca
gue se manifesta principalmente em idosos, com a média de idade de 68 anos no
momento do diagnostico. Sendo assim, muitas vezes o paciente com cancer de
prostata apresenta comorbidades importantes, tais como doencas terminais,
neurodegenerativas, entre outras. Pacientes com esse perfil devem ter uma
abordagem terapéutica individualizada, considerando-se até mesmo a

possibilidade de receberem apenas tratamento sintomatico paliativo (28).

1.1.5 ComplicagBes e prognostico

Uma das principais complicagcdes ligadas ao tratamento do céancer
prostatico, de impacto substancial na qualidade de vida do paciente, é a
incontinéncia urinaria. Trata-se de uma consequéncia relativamente comum,
relatada tanto por pacientes submetidos a prostatectomia quando por aqueles que
trataram com radioterapia. Sabe-se que ha melhora da incontinéncia urinaria por
esforco no primeiro ano apos a cirurgia, seguida de resolu¢do, na maioria dos
casos (29). Muitos pacientes, entretanto, passam a sofrer cronicamente de
incontinéncia urinaria de urgéncia e esvaziamento vesical incompleto, podendo se
beneficiar, respectivamente, de agentes anticolinérgicos (p. ex.: oxibutinina) e
alfabloqueadores adrenérgicos (p. ex.: tansulosina). A radioterapia, em curto
prazo, pode causar sintomatologia analoga aquela da infeccdo do trato urinario.

Em longo prazo, manifestagbes mais complexas podem surgir, tais como sintomas



23

do trato urindrio inferior similares a hiperplasia prostatica, bem como alteracfes
anatdbmicas, como estenoses e fistulas, incontinéncia urindria evidente e
hematuria (30).

Outra complicacdo importante e extremamente comum € a disfuncao
sexual. Ha relatos de taxas de disfungéo erétil pds-prostatectomia de até 79% em
dois anos e 76% em cinco anos. No cenario poOs-radioterapia, as taxas sao de
61% em dois anos e 72% em cinco anos (31). O tratamento indicado para esses
pacientes € o uso de inibidores da fosfodiesterase tipo 5. No caso de falha
terapéutica, outras opc¢des podem ser consideradas, desde inje¢cOes
intracavernosas de prostaglandinas até a colocacao de prétese peniana (30).

E sabido também que a privacdo de androgenos contribui para o
aumento do risco de fraturas e da diminuicdo da densidade mineral éssea.
Portanto, torna-se fundamental para os pacientes uma alimentacdo que contenha,
diariamente, pelo menos 1.200 mg de calcio e 600 Ul de vitamina D, devendo ser
feita a suplementacédo, se necessaria. Num cenario ideal, o paciente que fara uso
de um tratamento de privacdo de andrégenos deveria ser submetido a uma
avaliacdo de sua densidade mineral éssea antes do inicio da terapéutica, seguida
por avaliacdes seriadas posteriormente. Contudo, 0 que se vé na pratica € uma
alta taxa de negligéncia nessa avaliacao (30).

A radioterapia pode ser causadora de proctite aguda ou cronica,
levando a sintomatologia intestinal, como: peristaltismo irregular, flatuléncia,
diarreia e sangramento retal. Ha melhora com hidratacdo, uso de laxantes,
corticoides topicos e anti-inflamatérios. Efeitos mais tardios podem incluir Glceras
retais, formacao de fistulas, disfuncéo esfincteriana e dor retal (30).

Cerca de 40% dos homens também terdo sintomas vasomotores, como
ondas de calor, apds o tratamento de privacdo androgénica. Devido a seu efeito
eritropoiético, a falta de andrégenos também pode levar a anemias normociticas
normocromicas. Por fim, especula-se ainda que esse tipo de tratamento pode
aumentar o risco cardiovascular, por facilitar o desenvolvimento de sindrome
metabdlica (30).

Além desses fatores, é fundamental que o paciente com céncer de
prostata receba avaliacbes psicolégicas como parte de seu acompanhamento,
visto que ha evidéncias demonstrando uma queda significativa na qualidade de

vida de pacientes diagnosticados com cancer de prostata, sobretudo nos seis
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meses seguintes ao diagnéstico. Daqueles que sobreviveram a doencga, cerca de
9% a 25% séo afetados por transtorno depressivo maior e pelo menos 25%
possuem ansiedade. Dessa forma, é imprescindivel que o médico avalie os fatores
de risco para estresse psicoldgico e, caso julgue necessario, encaminhe para que
haja uma intervencao especializada.

Deve-se também levar em conta a grande carga de estresse que o
diagndstico e o tratamento do cancer de prostata causam a parceira do paciente.
Recomenda-se, portanto, que a parceira esteja presente na tomada de decisdes
no manejo do paciente, sobretudo aquelas que podem afetar diretamente o
relacionamento, como as que dizem respeito a disfuncdo erétil, ansiedade,
depressao e efeitos adversos do tratamento antiandrogénico.

Por fim, ha possibilidade de, apés o tratamento, haver recidiva do
tumor. As taxas de recidiva do cancer de préstata dependem de seu estadiamento
prévio e dos habitos de vida do paciente. Neste sentido, D’Amico propés uma
divisdo de grupos prognosticos para doenca localizada baseada no PSA pré-
tratamento, no Escore de Gleason e no estadiamento pelo sistema TNM (Tabela
4) (14). Dietas nado balanceadas (poucas frutas e vegetais e excesso de alcool),
sedentarismo e tabagismo também estdo associados a maiores chances de

recidiva do tumor (30).

Tabela 3 — Classificacao de risco para recidiva do cancer de prostata proposta por
D’Amico

Sobrevida livre de doencga

Variaveis consideradas
em 10 anos

PSA < 10 ng/mL,

Baixo . 83%
0 Gleason < 6, Estagio < 2a °
. PSA entre 10 e 20 ng/mL, 0
Intermediario Gleason 7, Estagio 2b-c 46%
>
Alto PSA > 20 ng/mL, 29%

Gleason 8-10, Estagio 3a-b

Fonte: MAGNABOSCO, W.J., 2014.

Nos pacientes ndo tratados, com cancer de préstata avancado, o

prognostico é considerado ruim, sendo dita uma condi¢do incuravel, uma vez que
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h& invasédo linfonodal e metastases dsseas. Nesses casos, as taxas de sobrevida
em cinco anos caem para um terco daquelas de pacientes com doenca localizada.
As terapias de supressdo androgénica indicadas nesse estagio conseguem
prolongar a vida do paciente em 2 a 3 anos até que 0s tumores tornem-se
resistentes. Até mesmo as drogas indicadas para tumores resistentes a castragédo

guimica podem se deparar com resisténcia tumoral (32).

1.1.6 Rastreamento

Os exames mais largamente utilizados para o rastreamento do cancer
de prostata sdo o PSA e o toque retal. O PSA é um marcador também utilizado
para diagnostico precoce, avaliacdo da resposta a terapia e determinacdo de
progressao tumoral, sendo um exame prostata-especifico, mas ndo doenca-
especifico, possuindo vérias limitacdes, tais como: baixa sensibilidade para
deteccdo de tumores em estagios precoces; possibilidade de resultados falso-
positivos (baixa especificidade) relacionados a medicamentos, inflamacdes
(hiperplasia benigna da prostata e prostatites), idade, trauma e manipulacao
urolégica, entre outros; controvérsia relacionada aos niveis do marcador que
deveriam indicar uma bidpsia ou revelar a presenca de metéstases; etc. A
descoberta de novos biomarcadores utilizando técnicas de biologia molecular,
associados ou ndo ao PSA, apresenta potencial para revolucionar o diagndstico e
0 manejo do cancer de préstata no futuro (33).

Atualmente, devido a solidas evidéncias na literatura argumentando
que o rastreamento do cancer de préstata pode ser mais maléfico do que
benéfico, as vantagens de sua realizagdo vém sendo colocadas em pauta.
Segundo os autores defensores dessa corrente, a maior parte dos tumores
prostéticos tem evolucdo indolente, surgindo numa idade avangada e em poucas
vezes evoluem para um quadro letal, de modo que grande parte das pessoas que
apresentam essa doenga, mesmo quando nado tratadas, ndo morrerdo em
decorréncia de sua existéncia. Ademais, além do estresse gerado por um
diagnéstico de céncer, € comum que o0 paciente receba alguma forma de
tratamento efetivo, mesmo quando ndo ha indicacdo explicita. Como ndo ha
medida curativa isenta de riscos, muitos pacientes acabam trocando um tumor de
comportamento pouco agressivo e assintomatico pelos frequentes efeitos

colaterais da terapéutica, como incontinéncia urinaria e disfungéo erétil.
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Por outro lado, as politicas de rastreamento do cancer de préstata e a
maior conscientizacdo da populacdo masculina contribuiram para o declinio do
diagnoéstico de neoplasias de prostata em estagios avancados. Essas medidas
proporcionaram um aumento de diagnostico de tumores em estagio inicial,
reduziram a incidéncia de metastases e melhoraram as chances de cura. Além
disso, existe uma fracdo da populacdo com a doenga que evoluira de maneira
mais agressiva, oferecendo perigo real a vida, que pode ndo ser acompanhada
devidamente caso o rastreamento ndo seja realizado.

No Brasil, o Instituto Nacional de Céancer (INCA) ndo recomenda a
realizacdo do rastreamento populacional em massa para o cancer de prostata
(34). J4 a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) sugere que o rastreamento seja
feito anualmente naqueles pacientes com expectativa de vida superior a 10 anos,
comecando aos 50 anos na populacdo de baixo risco e aos 45 anos nos homens
da raca negra ou naqueles com histéria familiar positiva de cancer de prostata em
parentes de primeiro grau. Ainda segundo a SBU, sugere-se que, a partir dos 75
anos, se o homem néao tiver no minimo 10 anos de expectativa de vida, havera
baixo potencial de beneficio com o rastreamento, devendo, portanto, interrompé-
lo (35). A European Association of Urology (EAU) comunga das recomendagdes
da SBU, com a diferenca de considerar a expectativa de vida de 15 anos (36).

Independentemente do posicionamento, ha um ponto de comum
acordo de que o paciente deve ser bem informado das vantagens e desvantagens
de se realizar o rastreamento de cancer de prostata, de modo que ele participe da
tomada de decisdo em rastrear ou nao. Infelizmente, os guidelines disponiveis
atualmente na literatura ddo ao médico pouco além de sua recomendacgdo, sem
explicitar devidamente quais os potenciais beneficios e maleficios em se realizar o
rastreamento. E importante salientar que essas informacgdes sdo fundamentais
para que o médico seja capaz de orientar o paciente de modo que ambos possam
tomar uma decisdo mais consciente e bem embasada (37).

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo € a relagcéao
custo/efetividade de realizar um programa de rastreamento como esse no sistema
de saude de nosso pais. Um estudo canadense demonstrou que, no geral,
realizar o rastreamento pelo PSA se mostrou caro e ineficaz para seu custo,
embora tenha sido demonstrada uma boa relacdo custo/efetividade para o

rastreamento em populacdes selecionadas (38). Sem duvidas, a realidade
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brasileira € diferente em inimeros aspectos, de modo que ainda € dificil falar de
custo/efetividade no rastreamento de cancer de prostata nessa populacao.

Diante desse cenario, observa-se uma forte propulsdo dos estudos
genéticos a respeito do cancer de prostata no intuito de conseguir identificar
alelos que, quando presentes, sugerem uma maior chance de desenvolver a
doenca ou uma evolugdo desfavoravel. Contudo, por se tratar de uma condigéo
fenotipica com relacdo multigénica, o desenvolvimento desses marcadores tem se

mostrado uma necessidade e, ao mesmo tempo, um desafio (10).

1.2 Porfirinas

As porfirinas sdo compostos tetrapirrolicos ciclicos que atuam como
intermediarios na biossintese do grupo heme. As mais importantes na natureza
sao a coproporfirina, a uroporfirina e a protoporfirina IX (PplX), produzidas durante
a sintese do heme que, ligado a varias proteinas, exerce papel central em varias
funcdes organicas vitais, tais como: transporte e armazenamento de oxigénio,
geracdo de energia celular, reacdes de detoxificacdo, reacdes de reducédo
mediadas por peroxidase, biossintese de certos esteroides, regulacdo da sintese
de determinadas proteinas e desenvolvimento celular (39).

Ainda que todas as células de mamiferos tenham a capacidade de
sintetizar porfirinas e o grupo heme, essa producdo € quantitativamente mais
significativa na medula éssea e no figado, consistindo em oito etapas catalisadas
por enzimas especificas distribuidas nos compartimentos mitocondrial e citosolico

da célula (Figura 2).
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Figura 2 — Biossintese do heme
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Fonte: WOLFF, K et al., 2011.

Perturbacdes bioquimicas e funcionais nas vias metabdlicas normais
da biossintese do heme foram descritas pela primeira vez no fim do século
passado. Na maioria das vezes de carater genético, essas aberracdes levavam a
depdsitos ou niveis circulantes alterados das porfirinas e seus precursores, tendo
sido alcunhadas de porfirias. As porfirias podem se manifestar clinicamente por
uma ampla variedade de sinais e sintomas e seu diagnéstico contempla a
dosagem de determinadas porfirinas no sangue, fezes e urina, cuja alteracéo
apresenta relacdo com as deficiéncias das enzimas observadas na Figura 2
(39,40).

As deficiéncias enzimaticas observadas nas porfirias estdo associadas
ao acumulo de intermediarios toxicos do metabolismo do heme, levando ao
aparecimento de dor abdominal, sintomas neuropsiquidtricos e alteracdes

cutaneas nos individuos doentes. As manifestacdes neurolégicas ocorrem devido
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a um excesso toxico do acido 5-aminolevulinico, precursor de porfirinas, ou
devido a um déficit de hemeproteinas vitais resultantes de sintese prejudicada do
heme. As manifestacfes cutaneas sdo devido ao acumulo de intermediarios
porfirinicos fototdxicos na pele, causando fotossensibilidade que, historicamente,
estava presente juntamente com a alteragcdo na cor da urina nos primeiros relatos
da doenca (39,40).

As manifestacdes cutédneas das porfirias conduziram ao entendimento
de que as porfirinas seriam substancias capazes de interagir com a luz, podendo
absorvé-la e transforma-la em fluorescéncia, sendo por isso consideradas
moléculas que se comportam como fluoréforos enddgenos.

Além das porfirias, outras afec¢cdes como alguns tipos de anemias,
doencas hepatobiliares e intoxicagdes por metais e outros quimicos também
podem interferir na sintese do heme e nos mecanismos de excrecdo das
porfirinas.

No caso da anemia por deficiéncia de ferro, a principal causa de
anemia no mundo, a PpIX se acumula nos eritrécitos, embora muito raramente
em niveis encontrados na protoporfiria eritropoiética, um tipo de porfiria.

Anemia sideroblastica, intoxicacdo exdgena pelo hexaclorobenzeno,
envenenamento por chumbo, pacientes com doenca renal cronica sob dialise,
tirosinemia hereditaria, alcoolismo e tumores também podem alterar o perfil
bioquimico das porfirinas, principalmente aquelas excretadas pela urina (39).

O metabolismo anormal da PplX eritrocitaria tem sido observado em
individuos com céancer, fazendo com que o0s niveis dessa substancia estejam
elevados e possam ser quantificados em tecidos e liquidos biolégicos humanos e
de cobaias inoculadas com células neoplasicas. A determinacdo dos niveis dessa
substancia foi utilizada para investigar o cancer de mama e intestinal em humanos
e 0 cancer de prostata em modelos animais, entre outros (41-44).

As principais hipoteses que parecem explicar a alteracdo no
metabolismo das porfirinas no cancer séo:

- hipervascularizacdo caracteristica das neoplasias malignas, que poderia
potencializar o acumulo de porfirinas pelo fato de maior quantidade de

hemoglobina reagir com o tumor, na tentativa de neutraliza-lo (43);
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- maior lipossolubilidade da PpIX em ambiente acido, situacdo compativel com a
presenca de &cido latico proveniente do metabolismo anaerébio encontrado em
varios tumores (42);

- presenca de bactérias em tumores de visceras ocas, que poderiam degradar a
hemoglobina na superficie luminal, contribuindo para o aumento do sinal
porfirinico (45); e, principalmente,

- reducao da disponibilidade intracelular de ferro pelo aumento da frequéncia de
divisdo celular, reducdo de atividade da enzima ferroquelatase e aumento da
atividade da enzima porfobilinogénio deaminase, interferindo na incorporacdo do
ferro presente na biossintese do heme, favorecendo o acumulo de PpIX no tumor
(45-48).

Em animais inoculados com células de cancer prostatico, a sintese de
PplX estd alterada, interferindo na sintese de coproporfirinas e de outros
metabdlitos fecais (43,44), ndo existindo, contudo, estudos que tenham verificado
essas alteracbes em fezes de seres humanos.

Na pratica médica, a determinacdo bioquimica da concentracdo dos
diversos tipos de porfirinas em liquidos biolégicos tem sido utilizada com maior
frequéncia, juntamente com exames genéticos, para o0 diagnéstico e
acompanhamento de individuos com porfiria, havendo poucos estudos na
literatura para outras finalidades.

Dentre as diversas técnicas utilizadas para a quantificacdo de
porfirinas, no contexto das porfirias, citam-se os métodos espectrofotométricos e
fluorimétricos para dosagem de porfobilinogénio urinario. Porfirinas totais e seus
diversos subtipos também podem ser mensurados por HPLC (cromatografia
liguida de alta eficiéncia) no plasma, fezes e urina, contribuindo para o
diagnéstico bioquimico em pacientes sintomaticos (49,50).

Para os estudos experimentais e clinicos envolvendo a dosagem de
porfirinas no contexto oncologico, a espectroscopia de fluorescéncia foi o mais
utilizado na literatura, por ter se mostrado um exame de baixo custo, simples,

rapido e seguro (41-45).

1.3 Espectroscopia de fluorescéncia
Na natureza existem moléculas capazes de interagir com a luz,

denominadas de cromoforos, representados por trés tipos principais:
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(1) fluoréforos, que absorvem a luz e a transformam em fluorescéncia,
(2) absorvedores, que absorvem a luz, mas néo a transformam em fluorescéncia;
(3) espalhadores, que modificam a direcdo do foton sem alterar seu comprimento
de onda (52).

No caso dos fluordforos, ocorre um processo de excitagdo molecular
pela incidéncia de luz (ultravioleta ou visivel) que, quando absorvida, leva a
molécula a um maior nivel de energia vibracional, fazendo com que elétrons
excitados retornem ao seu estado fundamental, ocorrendo a emisséao de fétons,

conforme ilustrado na Figura 3 (53).

Figura 3 — Fendmeno da fluorescéncia

Excitagdo do elétron \

{Cmnprhnm_t? de onda menor)

\ (Comprimento de onda maior) /

Esquema de um atomo em que, com a incidéncia de energia luminosa, com comprimento de onda
menor, possibilita o salto quantico do elétron para um estado mais energético. Quando o elétron
retorna para seu estado fundamental (original), ha a liberagcdo da energia luminosa com
comprimento de onda maior que o incidente.

Fonte: ROCHA, L. G.; NETO, A. O, 2018.

A emissao da fluorescéncia difere da fosforescéncia pelo tempo de
vida. Enquanto na fluorescéncia o tempo de vida é da ordem de nanossegundos,
na fosforescéncia o tempo de vida é da ordem de milissegundos/segundos,
diferenca de tempo atribuida a natureza do estado de excitacéo eletronica.

Os fluoréforos séo representados tipicamente por moléculas aromaticas

em compostos organicos e podem ser divididos em dois tipos:
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- intrinsecos ou endogenos, também chamados de autofluorescentes: que
ocorrem naturalmente. Exemplos: aminoé&cidos (triptofano, tirosina e fenilalanina),
proteinas estruturais (colageno e elastina), enzimas, vitaminas, lipideos e
porfirinas;

- extrinsecos ou exdégenos: que sdo adicionados artificialmente a uma amostra
para transmitir-lhe capacidade espectral. Exemplo: fluoresceina (52).

A Tabela 4 apresenta os comprimentos de onda de excitacdo e de
emissdo especificos de diversas moléculas autofluorescentes encontradas no
organismo, permitindo sua identificacdo a partir da captacdo dos fétons emitidos
(54).

Tabela 4 — Comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de fluoréforos

enddgenos
Excitacao Emissao
Fluordforos Endogenos {nm) {nm)
Aminoacidos
Triptofano 280 350
Tirosina 275 300
Fenilalanina 260 280
Proteinas Estruturais
Colageno 325 400, 405
Elastina 290, 325 340,400
Enzimas e Coenzimas
FAD, flavinas 450 535
NADH 290, 351 440, 460
NADPH 336 464
Vitaminas
Vitamina A 327 510
Vitamina K 335 480
Vitamina D 390 480
Componentes da Vitamina
BE
Piridoxina 332, 340 400
Firidoxamina 336 400
Piridoxal 330 385
Acido piriddxico 315 425
Piridoxal 5-fosfato 330 400
Vitamina B12 275 305
Lipideos
Fosfolipideos 436 540, 560
Lipoficsina 340-395 540, 430460
Cermoides 340-395 430-460, 540
Porfirinas 400-450 630, 690

Fonte: Traduzido de BOTTIROLI, G.; CROCE, A., 2004.
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A técnica utilizada para realizar a identificacdo e a quantificacdo de
fluoréforos € conhecida como espectroscopia de fluorescéncia, considerada
atualmente uma das principais ferramentas para determinacdo da energia
absorvida e emitida por diversas moléculas (54). A amostra é submetida ao
espectrofotometro de fluorescéncia, um equipamento que emite luz em
comprimento de onda especifico para atingir a amostra com a molécula organica
que se deseja analisar (Figura 4). Uma lampada é utilizada como fonte de
excitacao, cuja luz atravessa um monocromador responsavel pela individualizagao
da energia luminosa que atingira a amostra. Por meio de varios espelhos e
refletores a luz chega até a amostra e provoca excitagdo das moléculas que
emitem luz em outro comprimento de onda especifico. A emissdo novamente
passa por um monocromador e é captada por um fotomultiplicador acoplado a um

software, sendo convertido em imagens espectrais (55).

Figura 4 — Esquema geral de funcionamento de um espectrofotbmetro de

fluorescéncia
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Fonte: Adaptada de GOMES, C.Z.,2011.

Os picos de emissao obtidos pelo software acoplado ao computador do
espectrofotbmetro sdo visualizados no comprimento de onda especifico da
molécula que se pretende analisar, e sua intensidade em CPS (contagens por
segundo) ou unidades arbitrarias (u.a.) é proporcional a concentracdo dessa

substancia. Usualmente a area sob o pico principal pode ser representada
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numericamente e comparada com amostras de controles ou de individuos com

pequenos niveis da substancia estudada (Figura 5).

Figura 5 — Espectro de emissdo de um fluoréforo endégeno e sua representacao
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Fonte: Adaptada de SILVA, F.R. et al.,2013.

A espectroscopia de fluorescéncia tem sido extensivamente utilizada
na area biomédica para identificacdo e quantificacdo de varios compostos, com
destaque para as porfirinas, estudadas como biomarcadores em varios tipos de
tumores e em outras doencas. Dentre as porfirinas, a analise da PpIX no sangue
€ a que mais predomina em estudos envolvendo neoplasias. Porfirinas fecais
foram pouco exploradas nesse contexto, principalmente em se tratando de
pesquisas envolvendo seres humanos (41-48, 56,57).

O uso de fluoréforos exdégenos como o acido 5-aminolevulinico (ALA)
tem se disseminado na comunidade médica. O ALA tem sido utilizado com

frequéncia como fotossensibilizador para fins diagnésticos, principalmente em
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doencas neoplasicas (58). Fotossensibilizadores também podem ser utilizados em
um processo conhecido como Terapia Fotodindmica, uma reacao fotoquimica em
que se associam uma fonte de luz e oxigénio a substancia fotossensibilizante.
Suas aplicacbes compreendem o combate a doencas neoplasicas,
arteriosclerose, tratamentos odontoldgicos e, principalmente, dermatoses, como
psoriase, cancer cutaneo, micoses, viroses, bacterioses, entre outras (59).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar os niveis de porfirinas nas fezes de individuos com e sem
cancer de prostata, por meio da espectroscopia de fluorescéncia, em um estudo

do tipo caso-controle inédito em seres humanos.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a melhor proporcdo de diluicdo acetona:fezes para

obtencao de picos espectrofotométricos de porfirinas fecais em seres humanos.

Verificar a existéncia de possiveis variaveis sociodemograficas, clinicas

e laboratoriais associadas aos niveis de porfirinas fecais encontrados.

Verificar possivel correlagdo entre os niveis de porfirinas fecais e os
niveis de PSA nos pacientes com cancer de pristata e no conjunto total de

individuos estudados.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Calculo amostral

A quantidade de individuos a serem incluidos em um estudo do tipo
caso-controle depende das seguintes variaveis: 1) propor¢ao de expostos ao fator
de estudo esperada no grupo-controle; 2) estimativa de risco relativo associado a
exposicao; 3) nivel de significancia desejado (a); 4) poder do estudo desejado (1-
3). Aos numeros minimos de casos e de controles calculados, acrescentam-se
10% ou 20% para suprir eventuais perdas futuras (60). No entanto, a proporgéo
esperada de pacientes com niveis elevados de porfirinas fecais sem cancer de
prostata ndo é conhecida na literatura, tendo em vista que as pesquisas realizadas
até o momento contemplaram o cancer prostatico apenas em cobaias. Em seres
humanos, as porfirinas foram estudadas em outros tipos de cancer, mas nao o

prostatico (Tabela 5).

Tabela 5 — Autores, ano, tipo de estudo, tipo de cancer e amostra utilizada (n) em
estudos de referéncia que evidenciaram aumento de porfirinas, principalmente a

PpIX, em doencas neoplasicas.

AUTORES | ANO | ESTUDO | n | TIPODE CANCER

EL-SHARABASY, 1992 Clinico 14x 14 Leucemia linfoblastica
MMH et al
VAN DER BREGGEN, 1996 Experimental 12 Lesdes pré-malignas e
EW] et dl carcinoma de céls.
Escamosas (boca)
LL,S et al 1996 Clinico 139/76 Estomago e Figado
KALAIVANLR et al 2008 Clinico 35x28 Mama
BELLINI,MH et al 2008 Experimental 24 Renal
DAE-SUNG HYUN, 2009 Clinico 19 Pulmio
MD et dl
JIA, Z; WAN, X 2009 Clinico 30x30 Codlon e reto
SILVA, FR; BELLINI, 2013 Experimental 5x7 Prostata
MH et al

Outra maneira de se proceder ao calculo amostral € por meio da média,
desvio padrédo (DP), variancia, nivel de significancia e poder do estudo desejado,
tendo sido esta a estratégia utilizada para esta pesquisa a partir dos resultados

encontrados nos estudos de referéncia (42,44).
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Devido a grande diferenca nos niveis de porfirinas observados por
esses autores, o calculo resultou em uma amostra muito pequena para o presente
estudo (Quadro 1).

Quadro 1 — Amostra calculada a partir da quantidade de porfirinas encontrada
(média + DP) em estudos de referéncia

Estudo de Tipo de Controles Casos Nivel de Amostra

(média + (média + Poder

referéncia estudo DP) DP) confianca calculada

Experimental
44 (Cancer de 0.72+0.12 | 2.73+£0.51 99% 90% 4
prostata)
Clinico
42 (Cancer 0.58£0.08 | 2.28+0.10 99% 90% 2
colorretal)

Considerando-se 0 pequeno numero de pacientes necessario para o
estudo a partir do calculo amostral, optou-se pelo recrutamento de 20 pacientes,
10 casos e 10 controles, em uma amostra semelhante aquelas estudadas por
outros autores (44,61,62).

3.2 Recrutamento dos individuos com e sem cancer de préstata

O recrutamento dos individuos foi realizado de forma a se obter um
adequado pareamento entre casos e controles, levando em consideracdo
atributos como a idade, a etnia, o grau de escolaridade, a condi¢cdo
socioeconémica e outras varidveis pertinentes entre os grupos estudados. Em
estudos do tipo caso-controle, a investigacdo deve antecipar 0s vieses que
eventualmente possam surgir, principalmente os vieses de sele¢cdo, minimizando
0 julgamento no processo de selegcdo. Por exemplo, se o grupo caso inclui
individuos com cancer de uma especifica regido geografica, entdo o grupo
controle deve ser escolhido de forma aleatéria entre a populacdo geral da mesma
area. E preciso examinar a informacdo dada pelo pesquisador sobre a indicacéo
de quao bem o grupo controle representa os casos, independentemente do fator
de exposicao a ser estudado. Essa averiguacdo despende tempo e energia, mas
representa o ponto primordial de um estudo do tipo caso-controle (60).

Como casos, recrutaram-se pacientes com cancer de prostata

diagnosticados por biépsia no Centro de Oncologia e Radiois6topos, pertencente
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ao Hospital Marcio Cunha/Fundacdo S&o Francisco Xavier (COR/FSFX), no
municipio de Ipatinga, MG. Como controles, foram recrutados individuos
saudaveis que tinham se submetido a exames de toque retal e PSA total com
resultados negativos nos ultimos 12 (doze) meses, recrutados nos ambulatérios
da Policlinica Municipal ligada & Secretaria Municipal de Saude de Ipatinga, MG.

O recrutamento ocorreu entre os meses de julho e outubro de 2017. Os
pacientes sem cancer prostatico foram recrutados logo apds consulta uroldogica
em que o toque retal foi realizado e o resultado do exame do PSA foi verificado.
Esses pacientes do grupo controle receberam os frascos e as instrugdes para
coleta e armazenamento das fezes apds a leitura e a explicacdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, contido no Apéndice A.

Quanto aos pacientes com cancer, foi discutido e determinado, em
equipe multiprofissional composta por médicos, enfermeiros e psicologos, o
melhor momento para a abordagem, tendo em vista que eles poderiam estar
fragilizados pela experiéncia da doenca. A aproximacdo aos pacientes foi
realizada em uma das consultas previstas entre o diagnéstico e o inicio do
tratamento, sem a presenca dos pesquisadores. Quando, apds discussdo em
equipe multiprofissional, constatou-se que a abordagem e a coleta de amostras
deveriam ser feitas em ocasides diferentes das previstas, 0s custos com 0
transporte dos pacientes foram arcados pelos proprios pesquisadores. A
abordagem do paciente para esclarecimentos, leitura e assinatura do TCLE foi
realizada em uma sala reservada para esse fim, no COR/FSFX.

O recrutamento e a coleta de amostras iniciaram-se somente apés a
aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Centro Universitario do Leste de Minas Gerais, localizado na cidade
de Coronel Fabriciano, Minas Gerais, credenciado junto a Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), sob o nimero 784.592.

3.3 Variaveis sociodemogréficas, dados clinicos e |  aboratoriais

Variaveis sociodemograficas foram analisadas para garantir a
homogeneidade dos grupos estudados. Dados clinicos e laboratoriais foram
obtidos por meio de prontuarios e entrevistas realizadas com individuos de ambos
0s grupos com a finalidade de descartar outras causas descritas na literatura para

0 aumento de porfirinas fecais (Tabela 5).
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Tabela 6 — Variaveis sociodemograficas, dados clinicos e laboratoriais analisados

\EUEVETS Dados Dados
sociodemograficas clinicos laboratoriais
Idade Uso de antimicrobianos Hemoglobina
Estado civil Historico de porfiria Ferritina
Escolaridade Historico de cancer Glicemia em jejum

Historico de outras
doencas prostaticas

Tabagismo . . Lo Niveis de PSA
(hiperplasia prostatica
benigna, prostatite)
Uso de alcool Anemia
Historia familiar Diabetes

Dislipidemia
Intoxicac&o por chumbo
e outros metais

Para aquisicdo das variaveis foi elaborado um formulario de pesquisa
preenchido com informacdes obtidas do prontuario do paciente e de uma
entrevista com duracdo meédia de 20-30 minutos realizada pelo pesquisador
responsavel e por cinco académicos de medicina devidamente treinados
(Apéndices B e C).

3.4 Coleta e armazenamento das amostras

Os pacientes colheram as fezes no préprio domicilio, utilizando espatula
e um frasco de cor ambar, pelo fato de as porfirinas fecais serem substancias
fotossensiveis. Apdés o procedimento, recomendou-se que os frascos fossem
conservados no congelador até o momento da entrega ao pesquisador
responsavel. Os pacientes receberam as orientacfes verbalmente e por escrito
(Apéndice D).

O pesquisador armazenou todas as amostras coletadas em congelador
a -20 graus Celsius até o momento do processamento. Todas as amostras de

ambos os grupos foram processadas em até 24 horas apos a coleta.
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3.5. Processamento das amostras

O processamento das amostras foi realizado apés o descongelamento
total do material.

Primeiramente, procedeu-se a pesagem das fezes na balanca de
precisdo apods procedimento de tara manual do equipamento. Em seguida,
realizou-se a extracdo das porfirinas com acetona grau analitico.

As porfirinas fecais foram extraidas usando volumes de fezes e de
acetona diferentes, com vistas a identificacdo da melhor proporcado de diluicdo

para realizacdo da andlise dos picos espectrofotométricos (Tabela 6).

Tabela 7 — Volumes de fezes e acetona utilizados em cada diluicao

Diluicio Acetona Fezes
(mL) ©)
1 3 0,3
2 1 0,05
3 3 0,2
4 3 0,4

Apéds a extracdo, a mistura foi agitada por 15 segundos e centrifugada
a 4.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi pipetado em triplicata e,
posteriormente, acondicionado em frascos do tipo Eppendorf para analise por

espectroscopia de fluorescéncia.

3.6 Analise espectroscopica das amostras

A fluorescéncia emitida pelas porfirinas fecais foi analisada com um
fluorimetro Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3 no intervalo de 550-750 nm, nos
laboratorios do Departamento de Fisica do Instituto de Ciéncias Ambientais
Quimicas e Farmacéuticas (ICAQF) da Universidade Federal de S&o Paulo
(Unifesp), Campus Diadema, Sao Paulo, SP. O espectro de emissao foi obtido
pela excitacdo das amostras a 405 nm, dentro de uma cubeta, por meio de uma
abertura de 1 mm no slit, fenda que define a quantidade de luz que atingira a
amostra. O material foi analisado considerando-se a média das trés medidas de
cada amostra (“average multiple curves”) para o calculo dos resultados de cada

individuo de cada grupo.



42

3.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados empregando-se estatistica descritiva e
inferencial. Para andlise estatistica, foi utilizado o software SPSS®, versdo 19.0.
As variaveis quantitativas foram descritas por meio de média e desvio padrdo. As
variaveis qualitativas foram descritas por meio de frequéncia absoluta e relativa.
Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificacdo da normalidade.
Para comparacdo das meédias dos grupos utilizou-se o teste t independente, e
para verificar a correlagdo utilizou-se o teste de Pearson. O nivel de significAncia
adotado foi de 5%.

O software OriginPro® v. 8.0724 foi utilizado para consolidar a média
das trés medidas de cada amostra e para geracao dos picos espectrofotométricos
individuais e totais, contendo média + DP dos grupos caso e controle. O calculo
amostral foi elaborado por meio da ferramenta on line encontrada em

http://www.openepi.com/SampleSize/SSMean.htm.
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4 RESULTADOS

Dois individuos, sendo um de cada grupo, nédo procederam a coleta do

material, perfazendo o total de 18 amostras coletadas e analisadas.

4.1 Variaveis sociodemograficas e dados clinicos
A Tabela 7 mostra a comparacdo entre 0s grupos quanto a idade. A
Tabela 8 mostra a homogeneidade entre os grupos, requerida para estudos do

tipo caso-controle, a partir da analise da frequéncia das variaveis estudadas.

Tabela 8 — Média de idade + DP dos casos e dos controles

Idade (anos) Média = DP p value
Pacientes do grupo controle 66,0 + 7,18

. A 0,2
Pacientes do grupo com cancer 70,6 £7,75
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Tabela 9 — Frequéncia das variaveis estudadas nos casos (n=9) e controles (n=9)

Controles
n %

WEREVES

Casado 6 66,6 7
Solteiro 1 111 0
Divorciado 0 0
Vilvo 2 2
- Etlismo
Sim 1 11,2 0 0
Nao 8 88,8 9 100
Sim 0 0 3 33,3
Nao 9 100 6 66,6
Sim 2 22,3 2 22,3
Nao 7 77,7 7 77,7
Sim 0 0 0 0
Nao 9 100 9 100

Sim 0 0 0 0
N&o 9 100 9 100

Sim 2 223 1

N&o 7 7717 8

Sim 1 112 1 11,2
N&o 8 838 8 88,8

- Poffl@

Sim 0 0 0 0
N&o 9 100 9 100
Sim 0 0 0 0
N&o 9 100 9 100
Sim 0 0 0 0
N&o 9 100 9 100
Sim 0 0 0 0

Nao 9 100 9 100
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Em relagdo ao estadiamento dos pacientes com céancer, foram
recrutados trés pacientes de cada estagio pela classificacdo D’Amico, com o0 PSA
total variando entre 4,41 e 130,16 ng/mL e o Escore de Gleason variando de 4 a 9.

Todos os individuos foram arguidos enfaticamente em relacdo a
comorbidades e habitos de interesse capazes de interferir nos niveis de porfirinas
fecais. Uso de antimicrobianos, dietas, profissdo que pudesse levar a uma
intoxicacdo ocupacional, comorbidades como diabetes, dislipidemia, porfirias e
outros tipos de cancer foram informacgdes requeridas durante a entrevista clinica
(Apéndices B e C).

4.2 Diluicao acetona/fezes para identificacdo do me lhor pico
espectrofotométrico para quantificacdo de porfirina s fecais em seres
humanos

Quatro diluicbes com volumes diferentes de fezes e acetona foram
realizadas em dois pacientes de cada grupo, selecionados aleatoriamente, a fim
de determinar o melhor pico espectrofotométrico para quantificacdo de porfirinas
fecais em seres humanos (Tabela 6).

A Diluicao 1 foi a que melhor permitiu a avaliacdo do pico
espectrofotométrico por ter apresentado o segundo maior pico entre 0s pacientes
com cancer em 671 nm e, a0 mesmo tempo, ter revelado a maior diferenga entre
0S pacientes casos e controles (Figura 6).

Sendo assim, 3 mL de acetona grau analitico foram adicionados a 0,3 g
de fezes. A mistura foi homogeneizada e submetida a centrifugacao na velocidade
de 4.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi pipetado e transferido para
frascos do tipo Eppendorf em triplicata, sendo, posteriormente, remanejado para a

cubeta do espectrofotdmetro para analise.
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Figura 6 — Diferenca entre os picos espectrofotométricos obtidos em cada dilui¢cdo
utilizada para varredura do melhor espectro de emisséao
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4.3 Analise espectroscopica das porfirinas fecais

A concentracdo de porfirinas fecais foi determinada e se mostrou
estatisticamente superior no grupo dos pacientes com cancer (Figuras 7 e 8). A
area sob a curva no comprimento de onda de 671 nm, compativel com a emisséo
das porfirinas, foi representada numericamente e submetida ao teste de
Kolmogorov-Smirnov, que evidenciou tratar-se de uma distribuicdo normal.

Para comparagdo das meédias obtidas entre os pacientes com cancer
(casos) e sem cancer (controles) utilizou-se o teste t independente, considerando-
se p<0,05 (Tabela 9).
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Figura 7 — Picos espectrofotométricos obtidos de pacientes do grupo com cancer

versus grupo controle (média £ DP)
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Figura 8 — Média = DP dos valores dos picos espectrofotométricos em CPS da
area sob a curva (671 nm) extraidas das fezes dos casos versus controles (Box

Plot)
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Tabela 10 — Média e DP dos valores dos picos espectrofotométricos em CPS da

area sob a curva (671 nm) extraidas das fezes de pacientes com e sem cancer

Grupo Media* DP p valor
(CPS)
Controles 4,13E+06 1,29E+06
Porfiri fecai ’ ' 127
orfirinas fecais Casos 150E+07  4,94E+06 0000

* Média das areas sob o pico espectrofotométrico aos 671 nm

4.4 Correlacado entre os niveis de PSA e as porfirin  as fecais
Os resultados de PSA total obtidos dos pacientes com cancer foram
comparados com as concentra¢des de porfirinas fecais, representadas pela area

sob a curva em 671 nm (Tabela 10).

Tabela 11 — Niveis de PSA total e concentracdes de porfirinas fecais obtidas em

pacientes com cancer

PSAtotal Porfirinas
(ng/mL) fecais*
7,22 6,42E+06
20,46 9,42E+06
130,16 1,19E+07
10,72 1,46E+07
66,07 1,56E+07
11,15 1,62E+07
6,92 1,97E+07
4,41 1,98E+07
71,05 2,09E+07
* area sob o pico espectroscopico em 671 nm

A correlagcdo entre os niveis de PSA total e porfirinas fecais foi
verificada pelo coeficiente de Pearson (r) e mostrou-se inversamente proporcional

e matematicamente desprezivel nos pacientes com a doenca (Tabela 11).
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Tabela 12 — Correlacéo entre os niveis de porfirinas fecais e os niveis de PSA no

grupo com cancer

PSA total ‘ r*

Porfirinas fecais -0,0221

*Coeficiente de Correlacdo de Pearson

Os resultados de PSA total obtidos dos pacientes sem a doenca e as
concentracfes de porfirinas fecais nesse grupo, representadas pela area sob a

curva em 671 nm, podem ser visualizados na Tabela 12.

Tabela 13 — Niveis de PSA total e concentracdes de porfirinas fecais obtidas em
pacientes do grupo controle

PSAtotal Porfirinas
(ng/mL) fecais*
1,93 6,00E+06
0,40 5,77E+06
0,34 4,82E+06
1,11 4,29E+06
2,86 4,02E+06
2,13 3,87E+06
1,50 3,72E+06
0,85 2,57E+06

0,58 2,13E+06
* area sob o pico espectroscépico em 671 nm

Considerando-se os pacientes de ambos os grupos, a correlagédo entre
os niveis de PSA e as concentragdes de porfirinas fecais mostrou-se fracamente

positiva (Tabela 13).

Tabela 14 — Correlacdo entre os niveis de porfirinas fecais e os niveis de PSA
total em ambos os grupos

PSA total ‘ r*
Porfirinas Fecais 0,4286

*Coeficiente de Correlacdo de Pearson
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4.5 Dados laboratoriais

Os niveis de hemoglobina, ferritina e glicemia mais recentes obtidos
dos prontuarios dos pacientes de ambos os grupos foram avaliados.

Em relagdo aos exames de hemoglobina e ferritina, nenhum dos
pacientes apresentou niveis inferiores aos considerados normais, representados
respectivamente por niveis menores que 13,0 g/dL (hemoglobina) e menores que
23,90 ng/mL (ferritina), considerados valores de referéncia no sexo masculino.

Em relacdo aos 3 (trés) pacientes diabéticos, sendo 2 (dois) do grupo
controle e 1 (um) do grupo dos pacientes com cancer, o resultado da ultima
glicemia em jejum e uma entrevista sobre o tipo de diabetes e o controle glicémico
de acordo com critérios da Associacdo Americana de Diabetes (ADA) foram

avaliados (Tabela 14).

Tabela 15 — Glicemia em jejum, controle glicEmico e tipo de diabetes dos

pacientes
Glicemia em Controle glicémico Tipo de
jejum (mg/dL) diabetes
Caso 1l 96 Dentro da meta 2
Controle 1 121 Dentro da meta 2
Controle 2 130 Dentro da meta 2

Em relacdo aos 2 (dois) pacientes dislipidémicos, sendo 1 (um) de
cada grupo, o resultado da ultima dosagem de lipides em jejum e o controle
lipidico de acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) foram
avaliados (Tabela 15).

Tabela 16 — Niveis de lipides e controle dos pacientes que relataram possuir
dislipidemia
Colesterol
total

(mg/dL)
Caso 1 208 136 41 155 Discretamente fora
da meta

Controle 1 193 120 45 138 Dentro da meta

LDL-c  HDL-c Triglicérides Controle dos

(mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) niveis lipidicos
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5 DISCUSSAO

Atualmente, os principais desafios em relacdo ao cancer de prostata
sdo encontrar alternativas ao PSA para o diagndstico e pesquisar novos
marcadores que possam prever a agressividade da doenga. Novos
biomarcadores poderiam ajudar no planejamento terapéutico e evitar intervengdes
desnecessarias como, por exemplo, a realizacdo de bidpsia e seus riscos
associados. A acuracia do PSA é questionavel porque a maioria dos homens com
os valores do exame normais nao serao submetidos a bidpsia, a menos que o
exame de toque retal esteja alterado. Esse viés tende asuperestimar a
sensibilidade e subestimar a especificidade do teste de PSA. O desempenho do
exame também pode ser superestimado porque o PSA detecta frequentemente
canceres sem importancia clinica. Além disso, protocolos que usam grande
namero de bidpsias para avaliar pacientes com niveis elevados de PSA podem
detectar canceres incidentais que ndo eram a etiologia da elevacdo do PSA. A
partir disso, faz-se premente a busca de novos biomarcadores capazes de
melhorar a sensibilidade e a especificidade do teste de PSA (63-65).

Nesse contexto, é fundamental que haja incentivo para pesquisa e
desenvolvimento de novas técnicas complementares aos recursos até entéo
existentes para 0 manejo do carcinoma prostatico. Os termos Medicina
Translacional e Oncologia Translacional derivam desse imperativo e representam,
atualmente, um campo de pesquisa em Varios paises, em gue se pretende agilizar
a transferéncia do conhecimento produzido na bancada e nos laboratérios de
ciéncias basicas para aplicacdo na pratica clinica e na saude publica. Varios
marcadores tumorais e tratamentos oncologicos sdo  estudados
experimentalmente e necessitam de apoio para que o conhecimento produzido
chegue ao paciente. Para esse intento, deve-se estimular a formacgéo de equipes
multidisciplinares e criar uma cultura de aproximacao da area basica com a area
clinica. No presente momento, varios paises financiam a organizacdo de centros
de Medicina Translacional nas universidades e muitos periddicos cientificos
divulgam a producéo cientifica na area (66-67).

Ha varias razdes para investigar biomarcadores de doencas
neoplasicas e até mesmo de outras afec¢cdes que possam ser encontrados nas

fezes como material biolégico: menor desconforto quando comparado a puncao
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para retirada de sangue (dor, hematomas, etc.), menor necessidade de
profissionais e materiais especializados para coleta e maior familiaridade por
parte dos médicos clinicos e médicos de familia com a solicitacdo deste tipo de
exame para outros fins (por exemplo, exame parasitolégico e exame de sangue
oculto nas fezes). No caso das porfirinas, varios estudos demonstraram aumento
de seus niveis em outros tipos de cancer, mas, na maioria das vezes, a porfirina
analisada foi a PpIX e o material bioldgico utilizado foi o sangue (41-43, 45).

Um Unico estudo experimental evidenciou alteracdo nas concentracdes
de porfirinas fecais em cobaias inoculadas com células de cancer prostatico (44).
Segundo os autores, esse estudo identificou duas bandas de emisséo porfirinica
nas fezes dos camundongos; uma com intensidade aumentada aos 632 nm,
correspondendo a concentracdo de PpIX nas fezes, e outra com intensidade
diminuida aos 671 nm, correspondendo a coproporfirinas e outras porfirinas fecais
(44). No presente estudo, apenas uma banda de emissdo aos 671 nm foi
encontrada em ambos 0S grupos, casos e controle. Essa banda pode ser
atribuida aporfirinas encontradas nas fezes, como as coproporfirinas | e Ill, a
uroporfirina I, associadas ou ndo aos fotoprodutos formados pela degradacao da
protoporfirina (PplX). O pico correspondente a PplIX fecal ndo foi encontrado em
nosso estudo. O mesmo método de extracdo e processamento utilizado no estudo
experimental foi aplicado, mas nenhum dos grupos deste estudo apresentou pico
espectrofotométrico aos 632 nm. A principal hipétese para explicar a ocorréncia
poderia ser a diferenca no metabolismo e concentragdo de diferentes tipos de
porfirinas nas fezes humanas, quando comparadas as de cobaias. Outra
explicacdo para esses achados poderia ser o intervalo de tempo decorrido da
coleta de fezes a sua andlise nos dois estudos. Apesar de estarem devidamente
protegidas da Iluz em frasco ambar, o encontro de um Unico pico
espectrofotométrico pode ser explicado pela fotodegradacdo de PplX em nossas
amostras, bem como o aumento da atividade da porfobilinogénio deaminase,
enzima encontrada no citoplasma. Essa atividade enziméatica pode ter levado ao
aumento de coproporfirinas e uroporfirinas fecais, como hipotetizado por alguns
autores (45).

Um aumento nas porfirinas fecais ja foi demonstrado em outras
condicbes, incluindo alguns tipos de porfirias (porfiria variegada e coproporfiria

hereditaria) e anemia sideroblastica (68,69). O uso de antibiéticos é uma
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abordagem comum na pratica clinica que hipoteticamente poderia diminuir os
niveis de porfirinas fecais por meio de modificagbes da flora intestinal (70). A
presenca dessas enfermidades e o0 uso desses medicamentos foram excluidos
nos pacientes do nosso estudo.

Todos os cuidados foram tomados na realizagcdo da entrevista e do
exame clinico no sentido de excluir outras condigcbes que poderiam levar a
resultados falso-positivos. Além do uso de antibidticos, os niveis de colesterol,
glicemia, hemoglobina e ferritina de todos os pacientes em ambos 0s grupos
foram verificados. Conforme dados das Tabelas 14 e 15, depreende-se que
apenas uma pequena fragdo dos pacientes estudados apresentou alteragdes nos
niveis glicémicos e lipidicos. No entanto, essas afeccdes estavam controladas e
estaveis de acordo com as principais referéncias da literatura (71,72). Optou-se
por investigar os niveis de colesterol e o status glicémico nesse estudo a partir do
resultado de trabalhos que demonstraram experimentalmente o aumento de PpIX
sanguinea em cobaias que desenvolveram aterosclerose a partir de uma dieta
hiperlipémica (57).

Todos os pacientes foram questionados sobre seus habitos de vida,
presenca de dietas especificas e outras condicbes, como anemias, porfirias,
outros canceres, outras doencgas prostaticas capazes de alterar o PSA (prostatite,
hiperplasia benigna), intoxicagcdes ocupacionais e sobre a presenca de quaisquer
sintomas. Além desses cuidados, 0s pacientes pertencentes ao grupo “casos”
foram recrutados e tiveram suas fezes coletadas antes do inicio do tratamento,
descartando mais uma possibilidade de interferéncia nos resultados. Todos esses
argumentos conduzem a conjectura que o aumento de porfirinas fecais de fato
resultou do metabolismo alterado das porfirinas causado pelo tumor.

Prever o comportamento biolégico do céancer de préostata apds o
diagnostico é de grande relevancia e importancia cientifica para determinar o
tratamento. O PSA é o marcador tumoral considerado nos escores preditores de
risco mais frequentemente utilizados na pratica clinica, o Nomograma de Partin e
a Classificacdo de D'Amico (73,74). No presente estudo, correlacdo entre os
niveis de PSA e de porfirinas fecais nos pacientes com cancer nao foi
estabelecida, ainda que existam estudos correlacionando aumento no tamanho do
tumor com o aumento de PplIX sanguinea em cobaias, o que poderia levar a um

aumento nas porfirinas fecais (43). Outros autores observaram aumento de PplX
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nas células cancerigenas, mesmo durante o estagio de laténcia, caracterizado por
auséncia de proliferacdo celular, supressdo metabdlica e capacidade de
recuperacdo do status ativo e proliferativo (75). Esses estudos sugerem que as
concentracOes fecais de porfirinas poderiam ser Gteis como biomarcadores para
monitorar o crescimento do tumor e, talvez, para avaliar o comportamento
biolégico desse tipo de cancer. Mesmo em relacdo a amostra total, casos e
controles, houve apenas uma fraca correlacdo positiva entre o0s niveis de
porfirinas e os de PSA. A auséncia de correlagdo entre 0s niveis dessas
substéancias poderia ser igualmente explicada por diferencas entre o metabolismo
de cobaias e dos seres humanos. Outra hipotese para explicar a diferenca entre
os achados é que, nos estudos experimentais, titulou-se a PplX sanguinea, e nédo
as porfirinas fecais. Uma possibilidade de investigacdo para o apronfundamento
dessa questdo, e que também permitiia uma melhor compreensdo do
metabolismo das porfirinas na presenca do cancer de prOstata, seria o
desenvolvimento de novos estudos visando o isolamento e a determinacdo dos
niveis de cada subtipo de porfirina por meio de outra técnica - por exemplo, HPLC
-, de maneira semelhante a realizada na investigacdo das porfirias (76,77).
Prospectivamente, além da individualizagdo dos subtipos de porfirinas
nos individuos com cancer, conforme discutido anteriormente, vislumbra-se a
possibilidade de novos estudos com maior nimero de pacientes e em outras
situacdes, como a dosagem no pré e no pés-tratamento. Apesar de, a exemplo do
PSA, a concentracdo de porfirinas fecais ser um achado inespecifico para o
cancer de préstata, neste estudo preliminar apresentou resultados promissores
para o desenvolvimento de novas pesquisas na area, tendo sido o primeiro estudo
que demonstrou 0 aumento dessas substancias por espectroscopia de
fluorescéncia em seres humanos com cancer de préstata. Um trabalho cientifico
foi redigido a partir dos dados desta pesquisa, sendo submetido e aceito em um
periodico internacional com Fator de Impacto relevante em varias areas do

conhecimento (Apéndice E) (78).
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6 CONCLUSOES

Em sintese, o presente estudo demonstrou que:

e as melhores diluigcBes para extracdo porfirinica em fezes humanas de
pacientes do sexo masculino na faixa etaria estudada foram, primeiramente, de 3
mL de acetona grau analitico em 0,3 g de fezes e, em segundo lugar, 1 mL de

acetona grau analitico em 0,05 g de fezes;

e a concentracdo de porfirinas fecais por espectroscopia de
fluorescéncia foi maior nos pacientes com cancer do que nos pacientes sem
cancer prostatico, e essa diferenca foi estatisticamente significativa, revelando o
potencial do método para quantificar porfirinas fecais que podem funcionar como
um biomarcador para esse tipo de neoplasia,

e ndo houve correlacdo entre os niveis de porfirinas fecais e os de PSA
total nos pacientes com cancer e quando considerados os dois grupos em
conjunto; por consequéncia, a quantificacdo dessa substancia parece ser mais util

para auxiliar no diagndstico do que para determinagéo do prognéstico da doenca;

e novos estudos envolvendo outros métodos sdo requeridos para
individualizar o tipo especifico de porfirina responsavel pelo pico

espectrofotométrico observado nos pacientes com cancer;

e este foi o primeiro estudo na literatura cientifica a demonstrar o
aumento dos niveis de porfirinas fecais por espectroscopia de fluorescéncia em

seres humanos com cancer de prostata.
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8 APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo da pesquisa: DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE PORFIRINAS FECAIS EM INDIVIDUOS
COM CANCER DE PROSTATA.

Pesquisador Responsavel: Prof. Daniel Riani Gotardelo

E-mail: danielriani@uol.com.br

Telefone(s) de contato: (31) 3825-4737 e (31) 98417-7824

Voceé, , estd sendo
convidado a participar de uma pesquisa realizada pelo Prof. Daniel Riani
Gotardelo, médico e professor adjunto do curso de Medicina do Instituto
Metropolitano de Ensino Superior/Univaco. A pesquisa faz parte do doutorado do
referido profissional no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).

O propésito da pesquisa € saber os niveis de algumas substancias no sangue e
nas fezes de individuos com e sem cancer de préstata. Além disso, o trabalho tem
a finalidade de analisar algumas informacdes (ex.: idade, anos de estudo, habito
de fumar, resultados de exames de sangue, etc.) em conjunto com 0sS niveis
encontrados dessas substancias.

1. Sua participacdo envolver4 o fornecimento de uma pequena quantidade de
sangue e fezes para a dosagem das substancias, de preferéncia no momento em
que ja tiver de colher esses materiais para realizar exames solicitados por seu
médico. O volume de sangue e fezes a serem coletados a mais ndo sao capazes
de causar prejuizo a sua saude. Além disso, vocé precisara responder
verbalmente a perguntas que serdo feitas no momento em que for colher os
exames e autorizar 0 acesso a resultados de exames que estdo no seu
prontuério. Estima-se um tempo de participacdo de, no maximo, 30 minutos.

2. Se concordar em participar da pesquisa, 0s riscos previstos sdo: (1) dor ou
sensacao desagradavel para retirar e/ou fornecer o sangue e as fezes para a
pesquisa, (2) formacéo de hematoma (mancha roxa) no local aonde foi retirado o
sangue e, (3) vergonha ou se sentir pouco a vontade para responder as perguntas
a serem feitas pelo pesquisador.

3. Sua participagdo na pesquisa ndo acarretara nenhum preconceito,
discriminac&o ou desigualdade social.

4. Sua participacdo na pesquisa ndo envolve um beneficio direto, ou seja, vocé
nao receberd dinheiro ou qualquer outro incentivo financeiro. Entretanto, ao
participar da mesma, vocé podera contribuir para a descoberta de um exame que
pode ajudar a entender melhor o cancer de prostata.

5. Os resultados dos seus exames de sangue e as informacdées que vocé
forneceu aos pesquisadores poderéao ser divulgadas em trabalhos ou congressos
cientificos, mas seu nome ou identificacdo néo serdo revelados. Se vocé quiser,
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podera receber um exemplar do trabalho resultante da pesquisa, bastando
solicita-lo ao pesquisador responsavel.

6. Nao havera remuneracdo ou ajuda de custo (ressarcimento) por sua
participagao.

7. Quaisquer duvidas que vocé tiver em relacdo a pesquisa ou a sua participacao,
antes ou depois do consentimento, serdo respondidas pelo pesquisador
responsavel.

8. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica de pesquisa em Seres
Humanos do UnilesteMG que funciona no Bloco U, sala 309, Campus | do Centro
Universitario do Leste de Minas Gerais, localizado na Avenida Presidente
Tancredo Neves, 3500 - Bairro Universitario — Coronel Fabriciano — MG — CEP
35170-056 — Telefone: (31) 3846-5687. Assim, este termo esta de acordo com a
Resolucdo 466 do Conselho Nacional de Saude para proteger os direitos dos
seres humanos em pesquisas. Qualquer davida quanto aos seus direitos como
participante da pesquisa, ou se sentir que foi colocado em riscos nao previstos,
vocé poderéa entrar em contato com o pesquisador ou com o Comité de Etica em
Pesquisa.

Li as informacdes acima, recebi explicagdes sobre a natureza, riscos e beneficios
do projeto. Comprometo-me a colaborar voluntariamente e compreendo que
posso retirar meu consentimento e interrompé-lo a qualquer momento, sem
penalidade ou perda de beneficio.

Ao assinar este termo, ndo estou desistindo de quaisquer direitos meus. Uma
cOpia deste termo me foi dada.

Local e data: , de de 2016.
Assinatura do voluntério:

Assinatura do pesquisador:
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APENDICE B —Formulério de pesquisa preenchido durante as entrevistas com o0s

pacientes sem cancer

PARTE I: Identificacédo

Nome completo (por extenso):
Data de Nascimento:
Telefones para contato:
Endereco completo:

PARTE |l: Dados epidemioldgicos
1. Qual a profissao do Sr.?

2. Qual a idade do Sr.? anos
() menos de 40 anos

() 40 — 50 anos

() 50 — 60 anos

() 60— 70 anos

() 70 — 80 anos

() mais de 80 anos

3. Qual o estado civil do Sr.?
() Casado

() Solteiro

() Amasiado

() Divorciado

() Viavo

4. Qual o grau de escolaridade do Sr.?
() nenhum

()1-4anos

() 4-11anos

() > 11 anos

5.0 Sr. fuma? () Sim: Em caso positivo, quantificar em anos/maco.
( ) Nao

6. Com qual frequéncia vocé ingeriu bebidas alcodlicas nos ultimos quatro
meses?

() nunca (va para a questao 8)

() 1 vez por més ou menos

() de 2 a 4 vezes por més

() 1 vez por semana

() de 2 a 3 vezes por semana

() 4 ou mais vezes por semana

7. Em média, quantas “doses” de alcool vocé ingeriu nos ultimos quatro meses?
() Menos que 1 “dose” por semana

() 1a7“doses” por semana

() 8 a 14 “doses” por semana
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() Mais de 14 “doses” por semana
Obs.:
1 “dose” = 13,7 g de etanol
= 350 ml (1 lata) de cerveja
=30 a 50 ml (1 “copinho de dose”) de destilados: cachaca, uisque, vodca,
etc.
=120 a 150 ml (1/2 taga) de vinho
Teor alcodlico: Cerveja = 4% Vinhos = 10,5% Destilados = 40%

8. O Sr. ja teve algum parente de 1° grau (pai, irmao, filho) com cancer de
prostata?

() Sim

() Nao

PARTE lll (para pacientes sem cancer de prostata, s _ubmetidos a
rastreamento com PSA + togque retal pelo menos em um____a ocasido nos
altimos 12 meses)

1. O Sr. ja teve alguma dessas doengas?

Porfiria () Sim ( ) Nao
Cancer ()Sim ( ) Nao
Anemia () Sim ( ) Nao
Dislipidemia () Sim ( ) Nao
Intoxicac&o por chumbo/metais ( )Sim ( ) Nao

2. Ha quanto tempo o Sr. realizou rastreamento para cancer de prostata (toque
retal + PSA)? meses.

3. Ultimo PSA livre/total =
Hb/Htc = /
Ferritina=

4. Historico de doencga prostatica nos ultimos 12 meses:
() HPB

() prostatite

() outras

4. E diabético?
Se positivo, esta em bom controle?
Ultima glicemia em jejum:
Possui dislipidemia?
Se positivo, esta em bom controle?
Ultimo perfil lipidico:

6. Foi realizada biopsia prostatica transretal? () Sim () Nao
7. Esta fazendo uso de algum antibiético atualmente? ( ) Sim ( ) Nao

8. Esta se submetendo a alguma dieta especifica atualmente? ( ) Sim ( ) Nao
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APENDICE C — Formulario de pesquisa preenchido durante as entrevistas com os

pacientes com cancer

PARTE I: Identificacéo
Nome completo (por extenso):

Data de Nascimento:
Telefones para contato:
Endereco completo:

PARTE Il: Dados epidemioldgicos

1. Qual a profisséo do Sr.?

2. Qual a idade do Sr.? anos
() menos de 40 anos

() 40 — 50 anos

() 50 — 60 anos

() 60 — 70 anos

() 70 — 80 anos

() mais de 80 anos

3. Qual o estado civil do Sr.?
() Casado

() Solteiro

() Amasiado

() Divorciado

() Viuvo

4. Qual o grau de escolaridade do Sr.?
() nenhum

()1-4anos

()4 -11anos

() > 11 anos

5.0 Sr. fuma? () Sim: Em caso positivo, quantificar em anos/maco.
( ) Nao

6. Com qual frequéncia vocé ingeriu bebidas alcoodlicas nos ultimos quatro
meses?

() nunca (va para a questao 8)

() 1 vez por més ou menos

() de 2 a 4 vezes por més

() 1 vez por semana

() de 2 a 3 vezes por semana

() 4 ou mais vezes por semana

7. Em média, quantas “doses” de alcool vocé ingeriu nos ultimos quatro meses?
() Menos que 1 “dose” por semana
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() 1 a7 “doses” por semana
() 8 a 14 “doses” por semana
() Mais de 14 “doses” por semana
Obs.:
1 “dose” = 13,7 g de etanol
= 350 ml (1 lata) de cerveja
=30 a 50 ml (1 “copinho de dose”) de destilados: cachaca, uisque, vodca,
etc.
=120 a 150 ml (1/2 taga) de vinho
Teor alcodlico: Cerveja = 4% Vinhos = 10,5% Destilados = 40%

8. O Sr. ja teve algum parente de 1° grau (pai, irmao, filho) com cancer de
prostata?

() Sim

() Nao

PARTE Il (para pacientes com cancer de prostata co mprovado por bidpsia

prostatica)

1. O Sr. ja teve alguma dessas doengas?

Porfiria () Sim ( ) Nao
Cancer ()Sim ( ) Nao
Anemia () Sim ( ) Nao
Dislipidemia () Sim ( ) Nao
Intoxicacao por chumbo/metais () Sim ( ) Nao

2. Ha quanto tempo realizou a bidpsia/tem o diagndstico de cancer de prostata?
meses.

3. PSA livre/total ao diagnéstico = Data:
PSA livre/total atual = Data:
Hb/Htc =
Ferritina=

4. E diabético?
Se positivo, esta em bom controle?
Ultima glicemia em jejum:
Possui dislipidemia?
Se positivo, esta em bom controle?
Ultimo perfil lipidico:

5. Esta fazendo uso de algum antibiético atualmente? ( ) Sim ( ) Né&o

6. Esta se submetendo a alguma dieta especifica atualmente? ( ) Sim () Nao
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APENDICE D — Orientagdes quanto a coleta e ao armazenamento das fezes

transmitidas por escrito aos pacientes

Caro amigo,

Conforme conversamos, gostariamos de convida-lo a participar de uma pesquisa
apoiada por nosso Hospital.

Para isso, precisamos que o Sr. recolha:

NO FRASCO DE COR AMBAR: amostra de fezes que podera ser colhida com a
espatula fornecida e, posteriormente, armazenada no congelador, envolta em
saco plastico.

O dia que agendamos para o Sr. coletar sangue é:

Por favor, traga nesse dia as fezes que o Sr. coletou em casa.

As suas despesas com o transporte serdo pagas pelos pesquisadores.

Muito obrigado,

Dr. Pedro Paulo (COR)
Dr. Daniel Riani (Univaco/IPEN)
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APENDICE E — Trabalho cientifico publicado no BMC Cancer, periddico cientifico

com expressivo Fator de Impacto em varias areas do conhecimento.
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Abstract

fluorescence spectroscopy.

Background: Experimental models of prostate cancer have demonstrated increased levels of protoporphyrin 1X
(PpX) in the blood and faeces of mice. Hence, the quantification of these autofluorescent molecules could be
hypothesized to be a potential marker for this type of tumour, In this case-control study, the autofluorescence of
porphyrins in human faeces from patients with prostate cancer and control subjects was analysed using

Methods: First, 3 mL of analytical-grade acetone was added to 0.3 g of faeces, and the mixture was macerated and
centrifuged at 4000 rpm for 15 min. The supernatant was analysed spectroscopically. The emission spectra from 550
to 750 nm were obtained by exdting the samples at 405 nm.

Results: A significant difference between the samples from control and cancer subjects was established in the
spectral region of 670-675 nm (p =10.000127), which corresponds to a significant increase in faecal porphyrins in
patients with cancer. There was no statistically significant correlation between PSA levels and faecal porphyrins,
Conclusion: In this preliminary study conducted in hurmans, the results show a simple and non-invasive method
to assess faecal porphyrins, which have the potential to function as a wumaeur biomarker in patients with prostate
cancer. This approach has improved sensitivity and specificity aver PSA testing. Additional prospective studies with
larger sample sizes are required to validate these findings.

Keywaords: Porphyrin, Biomarker, Faeces, Prostate Cancer, Fluorescence spectroscopy

Background
Other than skin cancer, prostate cancer is the most com-
mon type of cancer among men. In 2013, there were 1.4
million cases of prostate cancer and 293.000 deaths. The
probability of developing prostate eancer is 1 in 15 between
birth and the age of 79 years [1]. Commonly used methods
to screen for this disease are the prostate-specific antigen
(PSA) measurement and the digital rectal examination.

PSA is used as a marker for screening, early diagno-
sis, treatment response assessment, and tumour pro-
gression determination. PSA is also prostate-specific
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but not disease-specific. PSA dosage has several limita-
tions, such as (1) low specificity for the detection of
early-stage tumours; (2) the possibility of altered results
related to medications, inflammation (benign prostatic
hyperplasia and prostatitis), age, trauma and urologic
manipulation; and (3) controversy related to the marker
level that indicates the need for a biopsy or reveals the
presence of metastasis. The discovery of new bio-
markers that may or may not be associated with PSA
using molecular biology techniques could potentially
revolutionize the diagnosis and management of pros-
tate cancer [2].

Clinical and experimental studies have been conducted
to quantify substances that could be capable of identifying
the presence of several types of tumaours, including prostate
tumours. Some of these substances, called endogenous

© The Authord. 2015 Open Access Thicarticl: i dietributed under the terms of the Creative Comimare Atttibution 40
internatioral License (hitpufosstivecommans.ang/licenses’ by .00, which permits unwestricted we, dstibution, and
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the Creative Commans license, and indicate if changes were made The Creative Commions Public Domain Dedication waiver
(hitpyscreativesommicns_ongdpu biicdamainzaen1.04 appfies 1o the data made awailable in this artice, unless athenwice stated.
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fluoropheres, are autofluorescent and are identifiable
through fluorescence spectroscopy studies. Several
fluoropheres have been quantified in cells and tissues,
but there are a limited number of papers addressing the
pessibility of measuring these components in human
binlogical fluids for cancer diagnosis. The known fluoro-
phores include collagen, elastin, tryptophan, tyrosine,
phenylalanine. pyridoxine. and perphyrin derivatives [3].

Porphyrins are cyclic tetrapyriolic compounds that act
as intermeadiates in haem biosynthesis (Fig. 1). The most
imporant cempounds in nalure wre coproporphyrin,
uroporphyrin, and protoporphyrin 1X (PpIX), which are
produced during hasm synthesis. Abnormal metabolism
of the erythrecyte PpIX has been observed In individuals
with cancer who show elevated levels of this substance.
It may be guantificd by fluercscence in the tissucs and
biological fluids of human and guinea pigs that have
been inoculated with neoplastic cells. The determination
of the levels of this substarce has been used to assess
breast and bowel cancer in humans and prostate cancer
in animal models [3. 4-9].

There are several main hypotheses that seem to explain
the alteration in porphyrin metabolism in cancer. One is
the hypervascularization typlcal of malignant neoplasia,

Page 2 of 6

which could potentially result in the accumulation of por-
phyrins due to a greater amount of haemoglobmn reacting
with the tumour in an attempt to neutralize it [5]. PpIX
also has higher fat solubilitv in an acidic environment,
which is compatible with the presence of lactic acid from
anaerobic metabolism found in several tumours [4]. The
presence of bacteria in hollow viscera tumours could also
degrade haemoglobin on the luminal surface. which in-
creases the porphyrin autofluorescence signal [10]. Most
important of these hypotheses are the metabolic abnor-
mualities present in maligrant cells. Intracelular iron avail-
ability is reduced due to the increasing frequency of cell
divisicn, decrease in the activity of the ferrocheatase
enzyme, and incrzase in the activity of the porphokiline-
gendeaminase enzyme. This process interferes with iron
incorporation during hacme biosynthesis and fovours the
accumulation of PplX in the tumour (Fig. 1) [7, 10].

A significart difference could be established between
PpIX autofluarescence in healthy and prostate cancer ani-
mal models. In animals with tumouws, PpIX swthesis is
altered. which probably interferes with the synthesis of
coproporphyrin and other faecal metabaolites [5, 5]. In this
study, we analysed faecal porphyrin levels in subjects with
prostate cancer In a case-control smudy with humans.
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Fig. 1 Biceynthesis of hazme and enzymas possitly akerec in tumos [231 ALAS = ALA synthase; ALAL = ALA dehydmtase (Pophobilinogen
synthase); BG0 = Porphobilinoger deaminase; HUE = Hydosymethylbilane; UROS = Uroporphyrinogen synthase. LROD = Uroporphyrinogen
cescaboxilase; CPON = Copmsophyrinogen oxicass; PAOY = Protoparphvrinogen oxidase FECH = Ferochelatacs
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Methods

Study type and sampling

In this case-control study, we recruited individuals with
and without prostate cancer. All prostate cancer patients
had a diagnosis confirmed by biopsy at Hospital Mircio
Cunha/Fundacio Sdo Francisco Xaviers Oncology Div-
ision, Ipatinga, MG, Brazil, and we collected their material
before the start of treatment. For the controls, we selected
healthy individuals. who were subjected to digital rectal
examination and PSA measurement with negative results
in the last 12 months. They were recruited within the Mu-
nicipal Health Secretary Urology Ambulatories in the city
of Ipatinga, MG, Brazil. Recruitment was carried out to
obtain proper matching between attributes such as age,
ethnicity, degree of schooling, socioeconomic status, and
other variables.

Clinical and sociodemographic variables
In addition to porphyrias, there is a group of metabolic
diseases in which there could be an increase in faecal
porphyrins. The investigation for other conditions that
could cause this increase was conducted through clinical
interviews and evaluation of patients’ laboratory tests.
Sociodemographic variables were analysed to guarantee
homogeneity among the studied groups. All patients
filled out a research form and consented to providing
their faeces for the study. Table 1 shows the groups'
homogeneity from the analysis of the studied variables.
The mean age+SD in the prostate cancer patient
group was 70,6 £7.75 years and in the control group
was 66 + 7.18 years (p value = 0.2).

Porphyrin extraction

Faecal samples were collected in proper amber flask recep-
tacles without exposure to light, stored, and transported at
—20 °C prior to analysis. According to a thermometer in-
stalled inside the Styrofoam boxes, the cold temperature
was maintained. All the materials were analysed within
48 h of collection.

A scan was carried out on four dilutions to choose
the best volumes of acetone and faeces to obtain the
maost intense fluorescence. The assayed concentrations
are shown in Table 2. For this optimization, two pa-
tients from each group were studied, and samples were
prepared in triplicate.

Fluorescent spectral analysis

The emission spectra were obtained by exciting the samples
at 405 nm inside a 1-mm optical path cuvette. The samples’
fluorescence was analysed using a Horiba Jobin Yvon Fluor-
olog 3 Fluorimeter in the range of 550-750 nm. The mater-
ial was analysed in triplicate, and the mean of the three
measures of each sample was considered for calculating the
results (average multiple curves).
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Table 1 Studisd variables fraguency in cases and contrals

Variables Cantrals Cases
n % n %

Marital Status

Married & [ 1] 7 Fra

Simgle 1 1.1 ] [+

Divorced (1] 0 0 0

Widowed 2 3 2 123
Alcoholism

Yes 1 12 il 0

Mo 8 £88 9 102
Smoking

Yes 0 (¢} 3 333

Mo 9 100 6 &6.5
Family history of prostate cancer

Yes 2 23 2 13

Mo 7 77 7 L7
Personal history of other kinds of cancer

Yes 4] L#] 0 L+

Mex =) 100 9 100
Prostatic disease

Yes 8] 4] (] 0

Mo 9 100 9 100
Diabetes

Yes 2 23 1 L2

Mex 7 77 8 238
Dyslipidemia

Yes 1 1nz 1 1.2

Mo 8 A58 8 838
Porphyria

Yes 2] 4] ] [+

Mo =] 100 9 100
Anemia

Yes [£] Q [+ 0

Mo 9 100 9 100
Lead/metals intoxication

Yes 2] 4] ] [+

No 8 00 9 100
Antibiotics use

Yes [£] Q [+ 0

No =] 100 9 100

Drata were analysed using descriptive and inferential sta-
tistics. For spectra analysis, we used the software Origi-
nPro 8 version 8.0724. For statistical analysis, we used the
software SPSS* version 19.0. Quantitative variables are
presented as means and standard deviations. Qualitative
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Table 2 Amount of faeces and acetone used in each dilution

Gilution Acetone (ml) Feces ()
1 3 03

2 1 0,05

3 3 03

4 3 o4

variables are presented as absolute and relative fre-
quencies. A Kolmogorov-Smirnov test was applied for
normality verification. We used an independent t-test
for the comparison of group means and a Pearson test
to verify correlations. A significance level of 5% was
adopted.

Results

Because this study is the first to quantify porphyrin in
the faeces of humans with prostate cancer, a preliminary
study was carried out with 9 individuals in each group,
which is a similar sample size to those used in other
studies [6, 11, 12]. Table 3 shows the result of the sample
calculation based on the mean and standard deviation of
two studies that have already demonstrated a difference
between the porphyrin levels of cases and controls. Be-
cause this significant difference, a very small sample was
estimated necessary for this study.

An initial study was carried out to determine the best
acetone volume and faeces mass to use for optimal por-
phyrin fluorescence intensity in samples from the cancer
patient and control groups (Additional file 1: spread-
sheet 1). The results are shown in Fig, 2.

Dilutions 1 and 2 showed greater differences between
groups and dilution 1 was chosen for later analyses.

Figure 3 shows the average results of the porphyrin
fluorescence analysis of the control and cancer patient
groups (Additional file 1: spreadsheets 2 and 3). The
fluorescence intensity of faecal porphyrins was signifi-
cantly higher in the group of patients with cancer. The
Kolmogorov-Smimaov test indicated a normal distribu-
tion. For mean comparisons, we used an independent
t-test with a significance level of p < 0.05.

The difference in mean maximum emission intensities
at 671 nm between the control and cancer patient groups
was significant (Fig. 3), at 4.13E +06 CP5 (x1.29E+ 06

Page 4 of &

CPS) for controls and 1.50E +07 CPS (+4.94E + 06 CPS)
for cancer patients, with a p value of 0.000127.

For further study of cancer patients, we recruited 3 pa-
tients from each D'Amico classification stage, with PSAs
ranging from 441 ng/mL to 71.05 ng/mL and Gleason
scores ranging from 4 to 9 within each stage. However,
there was no correlation between any of these variables
and the levels of porphyrins in the faeces of these cancer
patients. A potential correlation between the PSA levels
and faecal porphyrins was assessed using Pearson's coef-
ficient (r). There was no statistically significant correl-
ation between these variables (R=—0.0221).

Discussion

Currently, the main challenges in prostate cancer are
finding alternatives to PSA measurement for diagnosis
and researching new markers that can predict the dis-
ease’s aggressiveness. This would assistin therapeutic
planning and avoid unnecessary interventions, for ex-
ample, the need for prostate biopsy and its associated
risks for diagnosis. Determining the accuracy of PSA
testing has been difficult because most men with normal
PSA values will not undergo biopsy unless their digital
rectal exam is abnormal This workup bias tends to
overestimate sensitivity and underestimate specificity of
PSA testing. Performance can also be overestimated be-
cause PSA often detects dinically unimportant cancers.
Additionally, protocols that use large numbers of biop-
sies to evaluate patients with elevated PSA levels may be
detecting incidental cancers that were not the aetiology
of the PSA elevation. In this context, the search for new
biomarkers capable of improving the sensitivity and spe-
cificity of PSA testing is necessary [13-15].

There are several advantages to demonstrating that a
biomarker for prostate cancer can be quantified from
faeces, such as low cost, decrease in discomfort related
to blood withdrawal, and negation of the need for spe-
cialized professionals and materials for the collecion
procedure as well as the clinical community’s familiarity
with performing this kind of exam for other purposes
(e.g., parasitological examination and faecal occult blood
testing). On the other hand, many people might prefer
to have a blood collection than to collect a faecal sample
of themselves. Although many studies have shown an

Table 3 Reference studies containing mean concentration =50 of porphyrins found in cases and contrals

Reference study Study type Control group Case group Confidence Power Calculated
{rmean + 50) (mean +50) Lewe| sample

Study of Protoporphyrin (X Elimination by Body Experimental 072 +£0.12 273+ 051 % e 4

Excreta A new Noninvasive Cancer Diagnostic [Prostate cancer)

Method. [6

Concentration of protoporphyrin X in cancer Qinical 058 + 008 2B+ Q10 ] o0 2

tissues and blood in patients with colorectal
cancer at early stage. (4]

[Colorectal cancer)
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Wavelength (nm)

Cancer Group
Comtral Group
Fig. 2 Difference between spectrophotometric peaks obtained from

each dilution
L. -

increase in blood porphyrins in other types of cancer,
only a single experimental study in prostate cancer
showed an alteration in faecal porphyrins. This study
identified two emission bands in the faeces of nude mice
[6]. One band at 632 nm had increased intensity and
corresponded to the faecal concentration of PpIX. The
other band at 671 nm corresponded to coproporphyrins
and other faecal porphyrins, and the mice with prostate
cancer had a lower intensity band compared to that
found with the control group.

In the present study, only a single emission band at
670—675 nm was found in both the cancer patient and
control groups. This band can be attributed to soluble
porphyrins, such as coproporphyrin and uroporphyrin,
or to the photoproducts formed by PpIX degradation. A

- B

Intensity {CPS)
e

T T T
L 00 L] oo TaO
Wavelangth {nm)

— Cancer Group
— Conlrol Group

Fig. 3 Analysis of porphyrins extracted from the feces of control and
cancer groups
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peak corresponding to faecal PpIX was not found in our
study. The main hypothesis to explain this could be the
difference in the metabolism and concentration of differ-
ent kinds of porphyrins in human faeces compared to
those from nude mice. The same method of extraction
and processing used in the nude mouse experiment was
applied, but neither of this study’s groups presented a
spectrophotometric peak at 632 nm. Another explan-
ation for these findings could be the elapsed time gap
from the collection of faeces to their analysis in the two
studies. Despite being properly protected from light, the
finding of a single spectrophotometric peak could be ex-
plained by the photodegradation of PpIX in our patient
samples, as well as the increased activity of porphobili-
nogendeaminase enzyme in the cytoplasm of individuals
with cancer. This enzymatic activity would have led to
an increase in faecal coproporphyrins and uroporphyr-
ins, as hypothesized by other authors [10].

An increase in faecal porphyrins has already been shown
in other conditions, including porphyria (variegate por-
phyriza and hereditary coproporphyria) and sideroblastic
anaemia [16, 17]. The use of antibiotics is a common ap-
proach in dinical practice that could decrease the levels of
faecal porphyrins by modifying intestinal flora [18]. The
use of these medications excluded patients from our
study. In this study, we were also careful to exclude condi-
tions that could lead to false-positive results through
clinical examination. The cholesterol and haemoglobin
levels of all patients in both groups were verified [17, 19].
All patients were asked about their disease conditions,
such as diabetes and dyslipidaemia, medication use (ant-
biotics), and the presence of any symptoms. This leads us
to believe that the increase in faecal porphyrins indeed re-
sulted from the altered metabolism of porphyrins caused
by the tumour.

Predicting prostate cancer biological behaviour after
being diagnosed is of great scientific relevance and im-
portance for determining treatment. PSA is a tumour
marker that is considered in risk predictor scores that
are often used in clinical practice (Partin nomogram and
D'Amico classification) [20, 21]. In the present study, we
did not find a correlation between PSA level, Gleason
score, D'Amico classification and the level of faecal por-
phyrins. However, there are in vitro studies correlating
an increase in tumour size with an increase of PpIX
blood levels in nude mice, which could ultimately lead
to an increase in faecal porphyrins [5]. Nakayama et al.
observed increases in PpIX in cancer cells, even during
the latency stage that is characterized by no prolifera-
tion, no death, metabolic suppression, and the recovery
of active status [22]. These findings suggest that faecal
porphyrin concentrations could also be useful as bio-
markers to monitor umour growth and perhaps to as-
sess the biological behaviour of this type of cancer.
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Conclusions

In conclusion, we have demonstrated in this preliminary
study that faecal porphyrins have the potential to func-
tion as a tumour biomarker for prostate cancer. Add-
itional prospective studies with larger sample sizes are
required to validate these findings and elucidate the sen-
sitivity and specificity of faecal porphyrins for the diag-
nosis of the disease.

Additional file

Additional file 1: Spreadsheet - comparisan betwesn the dilutions
used, spreadsheets 2 and 3 - results of the spectrophotonmetic peaks
(XLSX 90 kb)
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