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Resumo

O Cancer de Prdstata (CaP) é uma doenca de alto impacto socioecondmico
no Brasil, sendo o segundo tipo de cancer mais incidente na populacdo masculina, impactando
a qualidade de vida, assim como o0s investimentos em salde publica. O diagndstico €
confirmado a partir da bidpsia do tecido prostatico, e seu encaminhamento é relativo ao exame
de toque retal suspeito e aos valores de PSA aumentados (do inglés: prostate-specific antigen),
contudo, poucos homens realizam o exame de toque e os valores de PSA podem estar
relacionados a questdes benignas da prostata, se mostrando pouco especifico para cancer.
Portanto, a utilizacdo de outro componente bioldgico como biomarcador mais especifico para
a condicdo de adenocarcinoma prostatico geraria grandes beneficios. Este trabalho buscou na
urina de pacientes com suspeita de diagndstico para adenocarcinoma de préstata e hiperplasia
benigna da prostata (HPB), peptideos circulantes que estivessem em diferente abundéncia

comparado ao grupo controle.

As amostras coletadas tiveram as proteinas depletadas e foram submetidas
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Os resultados apresentaram ao
menos um peptideo diferencialmente abundante entre cada grupo de estudo, sendo um deles
exclusivo do grupo controle. Por fim, quatro peptideos demonstraram potencial para
biomarcador para diagnéstico de patologia da préstata. Curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic Curve) foram executadas para analisar a sensibilidade e especificidade destes

peptideos para diferenciar 0s grupos.

O peptideo que apresentou maior area sob a curva (0,697), estava
diferencialmente abundante na comparacdo entre 0s grupos cancer e controle com dados
normalizados a partir da mediana. Identificamos um peptideo que exclusivamente diferenciava
hiperplasia benigna de cancer, que é a maior problematica associada ao PSA, atualmente. Mais
analises precisam ser feitas utilizando um grupo amostral maior e uma técnica mais sensivel

para validar a forca preditiva dos peptideos.

Palavras-chave: cancer de préstata, biomarcador, peptidémica, diagndstico.



Abstract

Prostate Cancer is a disease with high social economic impact in Brazil, for
being the second most incident type of cancer at the male population, impacting life quality, as
the public investment in wealth. Its diagnostic is confirmed with prostatic tissue biopsy, and it
IS given by a suspect digital rectal exam and by the raise of PSA values (prostate-specific
antigen), however, few man perform the digital rectal exam and PSA values may be related to
benign prostate conditions, being low specific to cancer. Therefore, using another biological
component as a more specific biomarker to prostate adenocarcinoma would generate great
benefits. This work looked for circulating peptides at different abundances between prostate
cancer, benign prostate hyperplasia and control groups, using patients with suspect diagnose

urine as sample source.

All collected samples had their proteins depleted and were subjected to
liqguid chromatography coupled to mass spectrometry. Results presented at least one
differentially abundant peptide between each study group, one of them being unique to the
control group. Finally, four peptides demonstrated potential for biomarker for diagnosis of
prostate pathology. Receiver Operating Characteristic Curves were performed to analyze the
sensitivity and specificity of these peptides to differentiate the groups.

The peptide with the largest area under the curve (0.697) was differentially
abundant when comparing cancer and control groups with normalized data from the median.
We identified a peptide that uniquely differentiated benign hyperplasia from cancer, which is
the biggest problem associated with PSA today. Further analysis needs to be done using a larger

sample group and a more sensitive technique to validate the predictive strength of peptides.

Key-words: prostate cancer, biomarker, peptidomics, diagnostic.
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1. Introdugéo
1.1. Cancer de prostata

Atualmente, o cancer € a segunda principal causa de mortes no mundo,
assim como a segunda principal causa de morbidade e mortes prematuras (indices YLL-years
of life, ou anos de vida, e DALY -disability-ajusted life year, ou anos de vida ajustados por
incapacidade), segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Esses nimeros implicam em
uma cobranca de reacdo nas politicas publicas para garantir acesso a saude e protecdo aos
pacientes com cancer, garantindo o diagndstico precoce e o tratamento adequado. Para tanto, o
Plano de Acdo Global da OMS para controle e prevencdo do cancer e outras doencas nao
transmissiveis se concentra no objetivo da reducdo de mortalidade prematura (GLOBAL
BURDEN OF DISEASE CANCER COLLABORATION, 2019).

O Cancer de Prostata (CaP) é o fator causador de 358 mil mortes no mundo
(THE GLOBAL CANCER OBSERVATORY, 2018) e no Brasil é o segundo tipo de cancer
mais incidente entre 0os homens, abaixo apenas do cancer de pele ndo melanoma, sendo
estimados 68.220 novos casos da doenca para cada ano do biénio 2018-2019 (INCA, 2017).
Segundo dados do DATASUS, apenas em 2012, foram gastos aproximadamente R$ 150
milhdes com o tratamento do CaP, sendo R$ 127 milhdes com hormonioterapia de primeira e
segunda linha, R$ 20 milhdes com quimioterapia e R$ 1,5 milhGes com orquiectomias.
Portanto, o cancer de préstata possui grande importancia em termos de satde publica, desde
seu diagndstico até o tratamento em si (DINI; KOFF, 2006).

Até o inicio deste século, diversos estudos buscaram compreender o plano
de fundo genético associado a determinadas doencas utilizando o estudo filogenético familiar
com associacdo a condi¢cdes de dominancia seguindo o modelo Mendeliano. Algumas
associacOes foram obtidas para o cancer, contudo, o uso de amostragem familiar nestes casos
ndo sao suficientes para compreender as herancas recessivas, tracos de associacdo génica e as
diferentes vias oncoldgicas associadas ao fendtipo (LANDER; SCHORK, 1994,
LICHTENSTEIN et al., 2000). Portanto, pouco se conhecia até entdo sobre a relacdo destas
vias e o cancer de prostata, dificultando o desenvolvimento de ferramentas mais tecnoldgicas
para seu diagnostico. Habitos como o consumo de cigarros e bebida alcodlica sdo comumente
associados ao aumento do risco do desenvolvimento de determinados tipos de cancer. Para o
cancer de prostata a associagdo com tabaco e 0 aumento da taxa de risco foi negativo em estudos
de uma variavel no Reino Unido (JACOB et al., 2018). Por outro lado, o CaP é altamente

associado a hereditariedade: em 2003 foi encontrada uma taxa de risco partindo de 1,8 vezes



maior em desenvolver cancer de préstata para homens com histérico familiar de CaP, em
qualquer grau de parentesco, comparado a homens sem o mesmo histérico na familia
(BRUNER et al., 2003). Também foi possivel tracar a etiologia genética mais associada com
0s casos de cancer de prostata, sendo a descendéncia Afro-Americana a de maior incidéncia,

seguida da Europeia e Asiética.

Com as andlises de associacdo gendmica ampla (ou GWAS, do inglés:
genome-wide association study), o estudo das popula¢cdes com maior incidéncia de CaP abriu
espaco para a analise de variantes associadas a doenca. Nesses estudos foram encontrados mais
de 160 loci comuns a suscetibilidade ao cancer de prostata, o que sugere associagdo poligénica.
Esses dados permitiram o calculo do escore de risco poligénico do CaP, mas também revelam
a necessidade da meta-analise e reanalise dos dados, a fim de melhor compreender as vias
bioldgicas envolvidas, diferenciar as relagdes de causalidade entre fatores, e para encontrar
fatores clinicamente significativos para compreensdo, diagnostico e tratamento do CaP
(FARASHI et al., 2019).

1.2. Diagndstico e tratamento de CaP

Diferentes morbidades podem acometer a glandula da prostata: inflamacéo
ou prostatite, hiperplasia benigna e cancer. Apesar de serem doencas diferentes, estudos
indicam que inflamacdes recorrentes da préstata, seja por mudancas hormonais, infeccdes
bacterianas ou virais, respostas imunes ou refluxo urinério, causam danos ao tecido da glandula.
Os processos para tratar os danos causados pelas infecgdes cronicas podem gerar mudancas
estruturais no tecido e o aumento da préstata, o que pode levar ao desenvolvimento da
hiperplasia benigna e/ou do carcinoma (VERZE; CAIl; LORENZETTI, 2016). Para o
diagndstico em tempo habil para o tratamento, é recomendacgdo do sistema de salde que se
mantenha uma rotina de exames periodicos de toque retal para avaliar hiperplasia da glandula
prostatica em homens a partir dos 45 anos de idade. Por questdes socioculturais, poucos
brasileiros realizam o exame preventivo (MOREIRA, 2012). Em 2015, de acordo com pesquisa
do Datafolha em parceria com a Sociedade Brasileira de Urologia, por exemplo, apenas 32%

da populacdo masculina realizam o exame de toque retal no Brasil.

O antigeno prostatico especifico, ou PSA (do inglés: prostate-specific
antigen), é secretado pela préstata em condi¢des normais. Ele pode ser detectado no sangue e

sua deteccdo em niveis elevados é associada a condi¢fes anormais da prostata a partir dos anos
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1990, quando o teste passou a ser difundido. Um aumento no diagndstico de cancer de préstata
a partir desta época € atribuido a deteccdo precoce de casos (TABAYOYONG,;
ABOUASSALY, 2015). Contudo, o PSA tem limitacbes importantes como a falta de
especificidade. Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), prostatites e até mesmo infeccdes do
trato urinario, podem causar uma elevacdo do PSA sérico (LILJA; ULMERT; VICKERS,
2008). Essa baixa especificidade leva a um excesso de falsos positivos, aumentando 0s custos
em saude e diminuindo a qualidade de vida do paciente (HEIJNSDIJK et al., 2015). Por isso,
hoje a dosagem do PSA sérico é complementar ao exame de toque retal e auxilia no diagndstico
precoce da doenca. Pacientes com niveis séricos de PSA aumentados ou exame de toque retal
suspeito sdo entdo submetidos a bidpsia por agulha para a confirmagdo histopatoldgica da
doenca (LITWIN; TAN, 2017).

Em 2012, a agéncia americana Food and Drog Administration (FDA)
registrou o teste PCA3 como ferramenta de auxilio no encaminhamento de bidpsias de prdstata
para deteccdo de CaP, este teste detecta a presenca de um IncRNA em amostras de urina
(SANTOS, 2015). O gene codificador do IncRNA PCA3 (gene PCA3, do inglés, Prostate
Cancer Antigen 3) é comprovadamente superexpresso em casos de cancer de préstata e o
IncRNA sintetizado por ele pode ser encontrado em maior quantidade na urina dos pacientes
com adenocarcinoma. E recomendado que o teste seja efetuado ap6s o estimulo da prostata pelo
toque, no recolhimento da primeira amostra de urina ap6s o exame. Para 0s casos em que seja
provavel a necessidade de realizar o procedimento de bidpsia uma segunda vez, o
reconhecimento de baixos niveis de PCA3 (> 20) associados a baixos niveis de PSA sérico (>
4 ng/ml), poderiam dispensar o procedimento para 8% da populacdo em estudo, contudo, ainda
héa riscos de subdiagnosticos (WEI et al., 2014).

A primeiratécnica descrita de diagnéstico de cancer de préstata foi a bidpsia
transperineal aberta, por Young e Davis em 1926. Esta apresentava menores taxas de infeccédo
gue a bidpsia usando a rota transretal, mas era necessario que o tumor estivesse presente em
95% do tecido para que a deteccdo fosse possivel, além de resultar em altas taxas de
incontinéncia urinaria, disfuncdo erétil e hospitalizacbes (SIVARAMAN et al., 2016).
Atualmente a técnica considerada padrdo ouro na bidpsia da préstata é a transperineal ou
transretal ecoguiada, sendo a transperineal menos utilizada. Ela se constitui pelo uso de uma
agulha que retira de 6 a 12 amostras da glandula e esse nimero depende do volume prostético,
se caso 0 volume esteja em torno de 40 ml, por exemplo, se recomenda a retirada de no minimo

8 amostras (LOPES et al., 2015). A ultrassonografia comumente é usada para acompanhamento
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e guia do processo de bidpsia, contudo seu baixo contraste dificulta a diferenciacdo entre tecido
normal e cancerigeno, o que pode levar a bidpsia de regiGes de diagnostico incerto e uma
possivel repeticdo do procedimento, levando ao méaximo desconforto do paciente. Uma
alternativa promissora é a Ressonancia Magnética Multiparamétrica, por produzir melhor
visualizacdo de imagem, reduzindo o nimero de regides de amostragem necessérias, e
permitindo um diagndstico mais acurado. Contudo, essa técnica ainda possui um custo muito
elevado para ampla utilizacdo (BRIZMOHUN APPAYYA et al., 2018; BROWN et al., 2015).

A proéstata passa por vérias etapas de modificacdo para enfim desenvolver
0 nivel de malignidade do tecido, sendo o primeiro deles classificado como neoplasia
intraepitelial de préstata (PIN), que pode ser de baixo ou alto grau. O PIN significa que foram
encontradas células que parecem ser cancer, mas gue elas ndo aparentam estar em outras regides
da préstata. Outro possivel diagnostico € a proliferacdo atipica de pequenos acinos (ASAP),
que significa que as células aparentam como CaP, mas estdo em pouca quantidade. Por fim, o
diagnostico da biopsia pode também relatar atrofia inflamatdria atipica, quando as células
simplesmente se apresentam menores que o normal (“Bidpsia para Diagndstico do Cancer de
Prostata - Instituto Oncoguia”, [s.d.]). Donald Gleason, em 1974, desenvolveu uma grade para
avaliacdo do padrdo histol6gico do adenocarcinoma de préstata, a qual constitui dois niveis de
grade, predominante e secundario, ambos em escala de 1 a 5 (LITWIN; TAN, 2017; SHEN;
ABATE-SHEN, 2010) (Tabela 1). Por exemplo, uma bidpsia que apresente escala Gleason 7
(3 + 4) significa que o tecido maligno mais abundante tem malignidade nivel 3, mas a parte
menos abundante das amostras biopsiadas apresenta células de malignidade nivel 4.

Tabela 1: Sistema de Graduacao Patolégica definido pela Sociedade Internacional de Patologias Urolégicas.

Sistema de Graduacéo Patolégica - Cancer de Prostata

Nivel Escala Gleason
Cancer nivel 1 (3+3) 6
Cancer nivel 2 (3+4) 7
Cancer nivel 3 (4+3)

(4+4)
Cancer nivel 4 (3+5) 8
(5+3)
(4+5) g
Cancer nivel 5 (5+4)
(5+5) 10

Fonte: http://www.nomograms.org
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O tratamento para o cancer de prostata depende de alguns fatores
individuais do paciente, como sua expectativa de vida e se 0 mesmo possui outras morbidades
de risco mais eminente, que sobressaiam o risco provocado pelo CaP. Essa decisdo é feita por
um conselho médico junto do paciente. As técnicas de tratamento podem ser usadas
concomitantemente e sdo, em casos ndo metastaticos, cirurgia, radioterapia e observacao
vigilante (LITWIN; TAN, 2017); em casos de metastase, no Brasil é recomendado a
radioterapia associada a tratamento hormonal, com outros paliativos (FRASAO; SAUDE,
[s.d.]). A observacdo vigilante acontece para pacientes com o nivel de PSA sérico menor que
10 ng/ml, dentro da escala de Gleason em 6 e consiste em uma série de testes de PSA, exames

fisicos e bidpsias, para analisar se o carcinoma evolui e se torna necessario outro tratamento.

1.3.Biomarcadores

O termo “biomarcador” é usado em publica¢des desde meados de 1970, mas
nos ultimos 15 anos o uso do termo aumentou exponencialmente. O Grupo de Trabalho em
Definicdo de Biomarcadores (ou, em inglés: Biomarkers Definitions Working Group) definiu
biomarcador como “uma caracteristica que ¢ objetivamente medida e avaliada como um
indicador de processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas farmacolégicas
a uma intervengao terapéutica”, mas essa defini¢do € criticada por alguns pesquisadores. Hoje,
um biomarcador pode ser classificado como: molecular, celular, tecidual, de érgdo e de corpo
inteiro. Os biomarcadores sdo usados para a triagem de doengas, para o diagnostico, para o
desenvolvimento de intervencdes terapéuticas individualizadas, para identificar tipos celulares
especificos e outras muitas necessidades clinicas (ARONSON; FERNER, 2017).

A validacdo de um biomarcador para uso clinico é uma dificuldade
discutida pelos pesquisadores que propdem novas moléculas para esta finalidade. Para ser
considerado um bom biomarcador, a molécula precisa descrever com confianca se determinado
paciente se encontra em determinado grupo diagnostico, e assim permitir uma terapia adequada
ao mesmo (FREIDLIN; KORN, 2013). Piccoli & Gaforolo (2018) escreveram uma discussao
sobre os problemas de padronizagdo métrica para desenvolvimento de novos biomarcadores,
isso devido a diversidade de tipos moleculares, tamanho e finalidade, associado a falta de
diretrizes regulatorias para esse fim. A FDA idealizou os testes de farmacocinética (PK)

como validadores para biomarcadores, mas se auto-refutou em 2013 afirmando a diferenca

inerente entre os ensaios. Com o avanco tecnoldgico, como as técnicas de cromatografia liquida
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e espectrometria de massas, que identificam macromoléculas, como peptideos, e Ligand-
binding assay (ou ensaio de ligacdo ao ligante), que é usada quando as moléculas alvo s&o muito
grandes, muito hidrofilicas e dificeis de detectar usando outras técnicas mais robustas (“Ligand
Binding Assays — Certara”, [s.d.]), prospectar potenciais biomarcadores ndo € mais um
problema. Porém, pardmetros para definir uma validagdo, considerando contexto do uso e

técnica analitica disponivel, sdo necessarios para que se chegue aos ensaios clinicos.

Técnicas de protedmica tem possibilitado uma busca mais sensivel para
macromoléculas presentes em determinadas condices fisioldgicas, como o céncer. Estudos
primordiais com cancer de prostata encontraram diferengas na abundéncia de proteinas entre a
condicdo e células pancreaticas normais, mas os ensaios ainda possuiam limitaces (CAZARES
et al., 2002). Diferentes moléculas sdo sintetizadas e excretadas por células em condicdes
fisiologicas diferentes, e estudos protedmicos abriram a possibilidade de se encontrar
biomarcadores para estas condicbes (WULFKUHLE; LIOTTA; PETRICOIN, 2003). Os
primeiros peptideos descobertos como agentes bioativos circulantes foram classificados como
horménio, mais especificadamente, a secretina, que é um neuropeptideo excretado pelo
pancreas (SEKAR; CHOW, 2013), e logo sua sequéncia de aminoacidos foi decifrada. Uma
busca por diferentes peptideos presentes nos organismos fundou o termo peptidémica, mas na
época, pouco se diferenciava da protedmica, porque muitos dos peptideos encontrados eram
fruto de proteinas degradadas, por isso, técnicas de isolamento dos peptideos, como colunas de
afinidade, foram desenvolvidos. Este conceito define a diferenca entre as técnicas até a
atualidade, pois para executar uma andlise de protedbmica, 0 extrato proteico da amostra deve
ser digerido por uma enzima, comumente a tripsina, enquanto a peptidémica nao requer
digestdo, além disso, a peptiddmica propdem identificar peptideos de ocorréncia natural,
enddgenos a amostra (SCHRADER; SCHULZ-KNAPPE; FRICKER, 2014).

1.4.Peptideos Biomarcadores na Urina

Entendendo que mudancas fisioldgicas alteram o padréo de abundancia de
proteinas/peptideos excretados pelas células, assim como de proteases, que podem atuar na
clivagem de proteinas circulantes -gerando peptideos, a aplicacdo da peptidémica em fluidos
corporais de facil acesso permitiria avaliar a presenca de biomarcadores em analises nao
invasivas. Sangue/Soro/Plasma, urina, fluido lacrimal e, mais recentemente, cera de ouvido

(BARBOSA et al., 2019), podem ser fonte de informacdes fisiologicas e patologicas em estados
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pouco sintométicos (BROZA et al., 2019). A urina é um fluido de facil acesso e de obtencédo
abundante, além de ser descarte de residuos bioldgicos, e ja foi demonstrada como fonte de
informacdes relativas a diferentes processos bioldgicos (BROKER et al., 2013; HARPOLE;
DAVIS; ESPINA, 2016). Por ser armazenada na bexiga por horas, antes de ser eliminada,
grande parte da protedlise acontece no 6rgdo e, por isso, quando eliminada é bastante estavel,
facilitando o processo de armazenamento. Considerando a protedlise de proteinas urinarias na
bexiga, excrecdo diferencial enzimas proteoliticas de 6rgdos como a prostata, em condi¢bes
patoldgicas, podem influenciar na presenca de determinados peptideos no fluido. Estudos ja
mostraram a presenga de excregdes prostaticas na urina, e puderam relacionar diferentes
resultados em casos de CaP e HPB (BROZA et al., 2019). Além disso, muitas analises
protedmicas compararam resultados a partir de amostras de urina contra plasma e puderam
relacionar as abundancias obtidas com qualidade de filtragem renal, ademais, peptiddémicas
apresentam baixa obtencdo amostral em amostras de plasma a de urina e uma baixa
sobreposigdo dos resultados, demonstrando uma alta taxa de exclusividade de peptideos em
cada uma das amostras (MAGALHAES et al., 2018). Até entdo, apenas trés trabalhos na
plataforma PubMed buscaram distinguir CaP e HPB usando espectrometria de massas em
amostras de urina (DAVALIEVA et al., 2015; HAJ-AHMAD; ABDALLA; HAJ-AHMAD,
2014; JEDINAK et al., 2015).

Analises peptiddmicas do mesmo individuo durante o periodo de um dia
apresentam uma variabilidade de até 30% no tipo e abundancia dos peptideos obtidos pela urina
(KOLCH et al., 2005), o que implica que em determinadas coortes de individuos havera grande
variedade entre os peptideos encontrados nas analises. Uma possibilidade de biomarcador ideal
neste caso, portanto, ndo se resumiria a apenas uma molécula, mas a uma associacao entre

biomarcadores e/ou condi¢des que padronizem uma analise para um diagnostico seguro.

1.5.Validacéo de Biomarcadores Clinicos

Como qualquer processo para validar um diagndstico, biomarcadores
moleculares precisam ser submetidos a analises estatisticas para confirmar sua capacidade de
diferenciar dois grupos devido a fatores fisiologicos inerentes ao caso, ndo por questdes
meramente estocasticas. 1sso porque a correlacao entre dois fatores nem sempre esta associada
a um fator causal, e isso pode acarretar em perdas significativas de capacidade de diagnéstico
ao se tratar de biomarcadores (ENSOR, 2014).
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Quando o biomarcador precisa ser clinicamente validado, existem 3
requerimentos para a proposta: a funcgéo e a utilidade do marcador devem ser claras, precisa ser
especifico o suficiente para ndo causar duvidas e sua sensibilidade deve ser confiavel. Além
disso, os ensaios de execugdo das analises devem possuir “Validagdo Analitica”, ou seja, todos
0S processos prévios das analises devem ser protocolados e passarem pelo mesmo processo,
para que se mantenha um ensaio robusto e reprodutivel. Por isso, quando se propGem um
potencial biomarcador para ensaios clinicos, é preciso descrever e manter as condi¢fes de
coleta, processamento, armazenamento e preparacdo da amostra, além dos reagentes e
condigdes do protocolo. Quando os testes serédo utilizados em amostras arquivadas, ou que ndo
foram submetidas ao protocolo final, as anélises devem ser executadas com ensaios cegos para
os dados clinicos dos pacientes (SIMON; PAIK; HAYES, 2009). Ainda existem biomarcadores
binarios, que quando presentes correspondem a determinada condicdo exclusivamente, e nao-
binarios, que sdo relativizados pela sua abundancia na amostra. Para cada tipo de marcador,
existe um célculo amostral para sua validagdo mas algumas estatisticas procuram unificar a
analise (POLLEY, 2017).

2. Justificativa

O cancer de préstata (CaP) é uma doenca de alto impacto social e
econdmico no Brasil. Os métodos atualmente disponiveis para o diagnéstico da doenca nao
atingem de forma satisfatoria a populacdo masculina no pais. O biomarcador atualmente
utilizado, o PSA, pode apresentar muitos falsos positivos, aumentando o custo para o Sistema
Unico de Saude, além de submeter os pacientes a um tratamento que diminui a sua qualidade
de vida desnecessariamente. Portanto, descobrir um biomarcador de maior precisao para o CaP
geraria grande impacto nas tomadas de decisdo em relacdo ao tratamento da doenca, trazendo

enorme beneficio para a populacdo masculina brasileira.

A urina é uma amostra de coleta facil e ndo invasiva, cuja composicdo de
moléculas reflete o estado fisioldgico/patoldgico dos principais tecidos uroldgicos. Sendo
assim, a urina possui grande potencial para ser utilizada como fonte de biomarcadores para CaP.
O presente projeto propde a anélise em larga-escala de peptideos circulantes na urina de
pacientes com CaP, hiperplasia prostatica benigna (HPB) e individuos saudaveis (sem
diagndstico de CaP ou HPB) para a identificacdo de potenciais biomarcadores para o CaP. A

partir dos resultados obtidos, espera-se contribuir com moléculas candidatas para utilizagdo no
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desenvolvimento de futuros insumos diagnosticos, progndsticos e preditivos para o cancer de

prostata.

3.

Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil qualitativo e quantitativo de peptideos circulantes na urina

de pacientes com cancer de prostata, hiperplasia prostatica benigna e individuos saudaveis para

a identificacdo de potenciais biomarcadores para o CaP.

3.2. Objetivos Especificos

>

A\

4.

Coletar amostras de urina e dados clinicos e sociodemogréaficos de pacientes com CaP,
HPB e individuos saudaveis;

Purificar os peptideos urinarios a partir das amostras bioldgicas dos diferentes grupos
de estudo;

Analisar os peptideos por espectrometria de massas;

Identificar peptideos diferencialmente abundantes entre os grupos de estudo;
Avaliacdo preliminar do potencial diagnéstico dos peptideos com presenca/abundancia
diferencial entre os grupos.

Metodologia

4.1. Coleta de amostras bioldgicas

Foram convidados a participar da pesquisa individuos do sexo masculino,

com idade a partir de 40 anos, com suspeita de diagndstico de cancer de prostata ou hiperplasia

prostatica benigna, assim como voluntarios fora do grupo de risco. Os sujeitos passaram por

uma breve entrevista e realizaram uma coleta de urina, sem que fosse a primeira da manha. Os

pacientes foram recrutados no Hospital Ernesto Dornelles (Porto Alegre/RS) e no Hospital Ana

Nery (Santa Cruz do Sul/RS). Os individuos que concordam em participar do estudo

manifestam o seu consentimento através da assinatura de TCLE. O estudo foi aprovado pelo
CEP das instituicbes participantes (CAAE 69852617.1.0000.5347). As amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos e armazenadas a -80 °C.
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4.2. Definicao dos grupos de estudo

A partir dos dados informados pelos pacientes e dos laudos das bidpsias de prostata, as
amostras foram categorizadas em quatro grupos: adenocarcinoma de préstata (grupo 1),
hiperplasia benigna da prostata (grupo 2), pacientes que apresentaram crescimento acinar
atipico, inflamacdo ou neointraepitelial de alto grau focal (grupo 3) e controles (grupo 4)
(Tabela 2).

Tabela 2: Tabela Referéncia para Definicdo dos Grupos. Tabela utilizada para definir os grupos de anélise a

partir dos resultados de bidpsia, valores de PSA e resultado do exame de toque retal.

Tabela Referéncia para os Grupos

Diagnostico - Classificacdo Sub-defini¢Bes Condicdes
Diagnostico 1 (Adenocarcinoma)
1A Ou
Gleason 6 (3+3)
Adenocarcinoma (1) E— . 7o)
Diagnostico 1 (Adenocarcinoma)
1B Ou
Gleason 7 (4+9)
8 (4+4)
Diagnoéstico 0 (Negativo)
Ou  Toque Suspeito 0 (ignorado, ou ndo)
PSA >
2.A — o )
Diagnostico 0 (Negativo)
Ou  Toque Suspeito 1 Sim
PSA < 4
HPB (2 T iaandsti
() Diagnostico 0 (Negativo)
Ou  Toque Suspeito 1 (Sim)
PSA > 4
2.B - : « .
ou Toque Suspeito 0 (N4o ou ignorado)
PSA > 10
Ou Diagnostico 2 (HPB)
Diagnostico 3 (inflamagao)
Outros (3) 3 Ou Diagnostico 3 (ASAP)
Diagnostico 3 (PIN-alto)
Diagnostico - N&o suspeito
Controle (4) 4
PSA < 4

Os grupos “Adenocarcinoma (1)” e “HPB (2)” foram divididos em
subcategorias. Para os casos de adenocarcinoma da préstata, foi considerado o grau de

malignidade do cancer, sendo Gleason 6 (3+3) e 7 (3+4) -categorias 1 e 2, grupo A, e Gleason
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7 (4+3) e 8 (4+4) -categoria 3 e 4, grupo B. Para categorizar os casos de hiperplasia benigna da
prostata, foram considerados os diagndsticos da analise histopatoldgica para HPB, além da
relacdo entre toque retal suspeito e valor de PSA total. Individuos que ndo informaram o
resultado do exame de toque retal foram incluidos nas categorias daqueles que obtiveram
resultado negativo para 0 mesmo exame. Pacientes com exame de toque retal negativo e nivel
sérico de PSA total acima de 4 ng/mL foram classificados no grupo 2A, ou de menor risco,
enquanto os individuos com niveis de PSA total maiores que 10 ng/mL foram incluidos no
grupo 2B, considerado grupo de maior risco. Individuos com exame de toque retal suspeito,
mas com niveis séricos de PSA total abaixo de 4 ng/mL também foram classificados no grupo
2A, enquanto individuos com exame de toque retal suspeito e niveis séricos de PSA total acima

de 4 ng/mL foram incluidos no grupo 2B.

4.3.1solamento dos peptideos urinarios

O isolamento de peptideos foi realizado conforme descrito por Parker et al.
(2017), que comparou a recuperacdo de peptideos por diferentes técnicas. As técnicas foram
padronizadas no laboratorio para amostras de urina, e aquela que recuperou maior abundéncia

de peptideos foi de PBS-TCA, o que condiz com os resultados no artigo de referéncia.

As amostras de urina foram misturadas com 1 volume de 20% de
tricloroacético (TCA) e PBS e incubados durante 60 min a 4 °C para precipitacdo de proteinas.
O precipitado foi centrifugado a 4.000 x g durante 10 min e o sobrenadante contendo peptideos
foi recolhido. Os peptideos foram entdo dessalinizados em coluna HLB Oasis (Waters).

4.4.Andlise do Peptidoma Urinério

Os peptideos foram analisados por LC-MS/MS usando um sistema
nanoACQUITY UPLC acoplado a um espectrémetro de massa Xevo G2-XS Q-Tof (Waters)
com uma sonda de baixo fluxo na fonte, na Unidade de Quimica de Proteinas e Espectrometria
de Massas do Centro de Biotecnologia da UFRGS. Os peptideos foram separados por
cromatografia analitica (Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 50 mm, Waters), a uma vazao
de 8 pl/min, usando um gradiente linear de 7-85% de agua/ACN 0,1% de acido férmico por 45

min. As amostras foram analisadas em duplicatas.

4.5. Processamento e analise dos dados de MS
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Os dados foram processados e comparados usando o ProteinLynx Global
version 2.5 (PLGS, Waters Corporation). As comparagdes/alinhamentos foram conduzidas
usando como referéncia sequéncias de proteinas humanas obtidas pelo UniProt/Swiss-Prot, e a
tolerancia foi ajustada automaticamente (normalmente 10 ppm para precursor e 20 ppm para
produtos ibnicos). Nenhuma enzima foi selecionada, e foram consideradas as modificacfes
hidroxil em residuos de &cido aspartico, lisina, asparagina e prolina, e oxidacdo da metionina,

como possiveis na andlise.

Os peptideos identificados foram filtrados baseados na classificacdo do
match obtido a partir da busca contra do banco de dados (verde, OK; amarelo, maybe; e
vermelho, poor). Os peptideos classificados como “verde, OK” foram selecionados e suas
intensidades relativas e tempos de retencdo foram organizados em um tabela utilizando um
script (Anexo 1) gerado em colaboracdo com a Unidade de Biologia Tedrica e Computacional
(UBTEC) do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Além
disso, foram excluidos peptideos presentes em < 2 amostras e amostras/replicatas sem nenhuma
identificacdo de peptideos (valid values). Os dados foram normalizados utilizando a ferramenta

online NormalyzerDE (http://quantitativeproteomics.org/normalyzerde; Willforss et al., 2019)

e 0s seguintes critérios: dados ja transformados para log e threshold de baixa abundancia igual
a 2. Subsequentemente, as amostras foram classificadas nos diferentes grupos de estudo (grupos
1,2, 3 e4), conforme descrito na Tabela 2, e os dados normalizados foram submetidos a anlises

de expressao diferencial no NormalyzerDE.

4.6. Analises Estatisticas

A partir dos resultados de analise diferencial, os dados normalizados foram
inseridos no programa SPSS Statistics e foi executada a fun¢do Curva ROC para 0s peptideos
com abundéncia ou presenca diferencial entre os grupos comparados. O valor de especificidade
e sensibilidade maxima € obtido a partir do ponto no qual a soma das duas variaveis apresenta
0 maior valor (YOUDEN, 1950). Os graficos BoxPlot também foram gerados usando o
programa SPSS Statistics.

5. Resultados e Discussao


http://quantitativeproteomics.org/normalyzerde
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Um total de cento e sete (107) amostras foram coletadas e classificadas nos
grupos previamente definidos (Tabela 3). Como alguns dos subgrupos definidos, como, por
exemplo, os subgrupos de adenocarcinoma (C1 e C2), possuiam um nimero muito dispar de
amostras, as analises subsequentes foram realizadas utilizando as defini¢cGes amplas dos grupos
(grupos 1, 2, 3 e 4). Na Tabela 4 sdo mostrados os dados sociodemogréficos dos participantes
do estudo, de acordo com a classificacéo clinica.

Tabela 3: Tabela de Distribuicao das amostras na classificacdo geral dos grupos de estudo. Classificacdo dos

grupos de estudo e o nimero de amostras associado a cada um deles.

Tabela de Identificacdo Geral dos Grupos

Grupo Identificacéo
Adenocarcinoma (n=34) 1
HPB (n=40) 2
Outros (n=6) 3
Controle (n=27) 4

Tabela 4: Dados Sociodemogréficos dos Participantes da Pesquisa. Dados informados em questionario
entregue aos participantes da pesquisa, sendo informados pela tabela: Média de idade, Autodeclaragdo Etnica,
Escolaridade, Estado Civil e Historico Familiar de Cancer de Prostata; de acordo com os grupos classificatérios
de cancer de préstata (CaP), hiperplasia benigna da préstata (HPB), Outros e Controle.

Analises Descritivas

. Autodeclarago Etnica Escolaridade
Media
Grupo de
\dade Néao Ensino Ensino  Ensino Faltam
Branca  Negra Parda  Amarela declarado | Fundamental Médio Superior Analfabeto dados
CaP 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0 0,
(n= 34) 69 88% 0% 3% 0% 9% 35% 35% 24% 6% 0%
25'340) 64 78% 18% 3% 0% 3% 30% 10% 33% 0% 28%
Outros 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0 0,
(n=6) 64 67% 17%  17% 0% 0% 17% 33% 50% 0% 0%
g}ozmzr%'e 57 | 26% 0% 4% 0%  70% 4% 0%  26% 0% 70%
Estado Civil Histérico Familiar Cancer de Préstata
Grupo ia
P Casado Separado Viuvo Solteiro Un,lao Faltam Sim Né&o Ignorado
Estavel  dados
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CaP

oax | B5% 9% 6% 0% 0% 0% 29% 68% 3%
'J}F;EZO) 85% 5% 8% 3% 0% 0% 33% 65% 3%
%fré’)s 3% 0% 17% 0%  50% 0% 33% 50% 17%
g]oz”tzr;’)'e 2% 4% 0% 4% 0% 70% 7% 22% 70%

A anélise dos peptideos urinarios por LC-MS/MS resultou na identificagdo
de 127 peptideos. Os peptideos identificados eram, majoritariamente, provenientes da proteina
uromodulina. A uromodulina é uma das proteinas mais abundantes na urina, esta associada com
a protecdo contra infeccdes urinarias e ja foi proposta como biomarcador para danos renais
(YOUHANNA et al., 2013). Peptideos derivados de proteina kinase associada a morte celular
(DAPK2) foram identificados em um pequeno numero de amostras de CaP e HPB.
Supreendentemente, identificamos poucos peptideos derivados de colageno, como descrito em
estudos anteriores de peptideos urinarios (BROKER et al., 2013). A baixa abundancia de
peptideos nas analises pode ser consequéncia de diferenca metodoldgica, podendo ser na
conservacdo e preparacdo das amostras. A Human Proteome Organization (do inglés:
Organizacdo de Proteoma Humano) sugere que a urina coletada seja a segunda da manha, além
de gue caso a urina seja congelada por mais de 4 horas, se adicione &cido bérico (0,2 M) para
preservacdo da amostra (HUMAN PROTEOME ORGANIZATION, [s.d.]), sendo, portanto,
uma das possiveis abordagens para evitar degradacdo da amostra. Além disso, alguns estudos
que identificaram peptideos na urina prepararam a amostra por meio de ultrafiltracdo e analise
por meio de CE-MS (GOOD et al., 2010; SIWY et al., 2011; THEODORESCU et al., 2008), e
isso pode acarretar diferenca na deteccdo de peptideos. Ademais, estudos que detectaram
peptideos diferencialmente abundantes na urina de pacientes com doenca renal ndo sdo
comparaveis com o caso de CaP, pois o dano no rim acarreta diretamente na baixa filtragem de
proteinas que chegardo na bexiga. Devido ao risco de infeccdo pelo procedimento da bidpsia, é
recomendado aos pacientes a administracdo de antibidticos no periodo prévio a coleta do tecido
(FIUK et al., 2015), o que também pode influenciar na abundéncia de peptideos na urina.

Apos a filtragdo dos dados, dados de MS referentes a 16 peptideos e 95
amostras foram submetidos a normalizac¢do utilizando a ferramenta NormalyzerDE. Foram
avaliados diferentes métodos de normalizagéo de dados, incluindo métodos globais (mediana,
média e quantile) e locais (log2, CyclicLoess e Regressao Linear Robusta — RLR) de

normalizagé&o.
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Figura 1: Graficos de escalonamento multidimensional dos resultados de MS normalizados utilizando

diferentes metodologias. Analises tipo MDS (Multidimensional scaling) dos dados normalizados utilizando log?2
(A), Intensidade Global (B), Mediana (C), Média (D), Quantile (E), CycLoess (F) e RLR (G).
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Figura 2: Graéficos de expressao relativa comparando os diferentes métodos de normalizacdo dos dados de
MS. Andlises do tipo RLE (do inglés, relative log expression) a partir dos dados normalizados utilizando os
métodos de log2 (A), Gl (B), Mediana (C) e média (D).

A Figura 1 mostras os gréficos gerados a partir dos dados normalizados
pelas diferentes metodologias. As analises de escalonamento multidimensional (MDS, do
inglés multidimensional scaling) permitem representar graficamente n elementos em uma
plotagem 2D levando em conta a distancia ou a similaridade que os elementos tém entre si
(WICKELMAIER; WICKELMAIER, 2003). Portanto, foram escolhidos os métodos de
normalizacdo que separaram de forma mais evidente as amostras ao longo do grafico:
logaritmica (log2), Intensidade Global (GI1), Mediana (median) e Média (mean) (Figura 1A, B,
C e D, respectivamente). Contudo, é evidente que em nenhum método de normalizacéo
utilizado foi possivel observar a separacdo das amostras por grupo de estudo, demonstrando
qgue o conjunto de peptideos identificado (varidveis) ndo é capaz de promover a total
diferenciacédo entre os grupos. Esse resultado € esperado devido ao baixo nimero de peptideos

utilizado na andlise e a alta variacdo observada entre os individuos (amostras bioldgicas).

A anélise dos gréaficos dos valores de expressdo relativa (RLE, do inglés
relative log expression) mostraram que os dados normalizados pelos métodos log2 e mediana
apresentam melhor centralizacdo (valores alinhados préximo a zero) do que os dados
normalizados pelos métodos GI e média, 0s quais apresentaram desvios sugestivos de
discrepancias nos dados (Figura 2). Os graficos RLE surgiram a partir das andlises de
microarranjo para mostrar variacdes indesejadas na amostra, portanto em dados melhor
normalizados, ou seja, que podem ser distribuidos em uma curva normal, a lineariedade das
amostras deve ser o mais homogénea possivel dentro de seu grupo amostral (GANDOLFO;
SPEED, 2018).

A andalise de expressdo diferencial foi realizada no programa
NormalyzerDE a partir dos dados normalizados pelos métodos log2 e mediana. Para a
realizacdo dessas andlises, foram acrescentadas ao conjunto de dados as amostras que ndo
apresentaram nenhum peptideo em ambas as duplicatas técnicas da analise de LC-MS/MS. O
conjunto amostral para essas analises totalizou 101 amostras, sendo 32 CaP (grupo 1), 38 HPB
(grupo 2), 6 outros (grupo 3) e 25 controles (grupo 4).
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A andlise de expressdo diferencial realizada com os valores normalizados
utilizando log2 identificaram 5 peptideos diferencialmente representados (p < 0,05) entre os
grupos de estudo, 3 deles entre CaP e controles e 2 deles entre HPB e controles (Figura 3 e
Tabela 5). E possivel observar que alguns peptideos (peptideo 13 e 15) foram identificados
como diferencialmente expressos em mais de uma comparacédo entre os grupos (CaP x controles
e HPB x controles). Nas andlises realizadas com os dados normalizados pela mediana, 8
peptideos diferencialmente representados entre os grupos de estudo foram identificados (Figura
4 e Tabela 5), sendo 2 entre CaP e controles, 2 entre CaP e HPB, 1 entre CaP e outros, 1 entre
HPB e controles, 1 entre HPB e outros, e 1 entre outros e controles. Novamente é possivel
observar que alguns peptideos (peptideo 10, 13 e 15) tem presenca ou abundancia diferencial
em mais de uma comparacgdo entre 0s grupos. Sendo assim, no total, considerando os dois
métodos de normalizacdo de dados e todas as comparacdes entre 0s grupos, identificamos 4

peptideos com potencial de diferenciagdo entre os grupos de estudo (peptideos 3, 10, 13 e 15).
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Figura 3:Gréficos do tipo Volcano mostrando a abundancia dos peptideos entre os diferentes grupos de
estudo a partir dos dados normalizados por log2. Em vermelho s&o mostrados os peptideos sem diferenca entre

0s grupos, enquanto em azul estdo destacados os peptideos com abundancia/presenca diferencial entre os grupos



25

de estudo. (A) CaP x controles; (B) CaP x outros; (C) CaP x HPB; (D) HPB x outros; (E) HPB x controles; (F)

outros x controles.
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Figura 4: Graficos do tipo Volcano mostrando a abundancia dos peptideos entre os diferentes grupos de
estudo a partir dos dados normalizados por mediana. Em vermelho sdo mostrados os peptideos sem diferencga
entre 0s grupos, enquanto em azul estdo destacados os peptideos com abundéncia/presenca diferencial entre os
grupos de estudo. (A) CaP x controles; (B) CaP x outros; (C) CaP x HPB; (D) HPB x outros; (E) HPB x controles;
(F) outros x controles.

Na Figura 5 e 6 € possivel observar que entre os peptideos diferencialmente
representados entre 0s grupos, alguns apresentam diferente abundancia (intensidade), enquanto
outros possuem presenca especifica em um determinado grupo. Por exemplo, enquanto os
peptideos 3 e 10 possuem abundéncia diferencial entre os grupos, os peptideos 13 e 15 possuem
presenca especifica nas amostras do grupo controle (peptideo 13), e controle e outros (peptideo
15). Como é possivel observar nas Figuras 5B, 6B e 5C, 6C, esses peptideos identificados
exclusivamente nas amostras controle/outros estdo presentes em um numero limitado de
amostras. O peptideo 13 esta presente em 6 amostras do grupo controle (n = 25), enquanto o

peptideo 15 esta presente em 2 amostras do grupo controle (n = 25) e 1 amostra do grupo outros
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(n = 6). Esses resultados refletem a variacdo bioldgica das amostras dentro de um mesmo grupo
e podem ter um impacto negativo no potencial diagndstico desses peptideos. Porém, peptideos
exclusivamente identificados nas amostras controle podem ser muito interessantes para a

discriminacdo entre individuos saudaveis e doentes (HPB, CaP e outros).

Tabela 5: Peptideos com valor de p significativo em cada grupo de estudo. Tabela contendo os peptideos
encontrados diferencialmente expressos (p<0,05) em cada grupo de estudo, de acordo com a normalizacdo dos
dados, sendo explicitado o valor de p e o valor de p ajustado especifico de cada peptideo. Os valores significativos
estatisticamente foram sublinhados.

Peptideos Estatisticamente Diferenciais

Normalizacdo pela Mediana

Grupos Comparados Peptideo Valor de p Valor de p, ajustado
CaP e Controle Peptideo 10 0,006035624 0,048284989
Peptideo 13 8,70253E-05 0,001392404
CaP e HPB Peptideo 10 0,019102467 0,181176119
Peptideo 03 0,022647015 0,181176119
CaP e Outros Peptideo 15 0,040185172 0,465311366
HPB e Controle Peptideo 13 4,98519E-05 0,00079763
HPB e Outros Peptideo 15 0,037769893 0,604318288
Outros e Controle Peptideo 13 0,018097008 0,289552126

Normalizacdo por log2

Grupos Comparados Peptideo Valor de p Valor de p, ajustado
Peptideo 10 0,004269639 0,03415711

CaP e Controle Peptideo 13 0,003644951 0,03415711
Peptideo 15 0,049176249 0,26227333

CaP e HPB - - -

CaP e Outros - - -

HPB e Controle Peptideo 13 0,002622317 0,041957076
Peptideo 15 0,041606054 0,322681573

HPB e Outros

Outros e Controle
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Figura 5: Boxplot dos valores de log2 para os peptideos diferencialmente expressos. Gréafico Boxplot dos
valores de log2 dos peptideos com valor de p<0,05, sendo destacados pelas barras comparativas entre os grupos
quando diferencialmente expressos. A: Peptideo 10, B: Peptideo 13, C: Peptideo 15.
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Figura 6: Boxplot dos valores de mediana para os peptideos diferencialmente expressos. Gréafico Boxplot dos
valores de log2 dos peptideos com valor de p<0,05, sendo destacados pelas barras comparativas entre os grupos
quando diferencialmente expressos. A: Peptideo 10, B: Peptideo 13, C: Peptideo 15 e D: Peptideo 3.

Curvas ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic) foram

calculadas para cada peptideo identificado como diferencialmente representado entre 0s grupos

utilizando os valores de intensidade relativa normalizada por log2 ou mediana para cada um

destes peptideos em cada amostra. O resultado dessa avaliacdo preliminar do valor diagnostico

de cada peptideo esta apresentado na Figura 7 e os resultados obtidos estdo sumarizados na
Tabela 6.
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Figura 7: Curvas ROC com peptideos diferencialmente expressos. Analise de curva ROC com os peptideos
diferencialmente expressos (p<0,05) em cada grupo de estudo. De A a F, valores normalizados pela mediana, G e
H, valores normalizados por log2. A e G: CaP x Controle; B: CaP x Outros; C e H: HPB x Controle; D: HPB x
Outros; E: CaP x HPB; F: Outros x Controle.

A curva ROC é um grafico bidimensional no qual o eixo x é definido pela
especificidade e o eixo y pela sensibilidade. Portanto, a curva ROC é muito usada para analisar
a capacidade de determinado biomarcador identificar corretamente uma caracteristica
determinada por um grupo. A area sob a curva (AUC) é o valor determinante da forca de
predicdo do marcador, por avaliar a discordancia entre as amostras (HSU; CHANG; HSUEH,
2014). Os peptideos urinarios mostraram valores de AUC de 0,540 a 0,697 (Tabela 6), com o
peptideo 10 resultando no melhor valor diagnostico na comparacéo CaP x controles. Além dos
valores demonstrados na comparacdo CaP x controle, os peptideos 13 e 15 mostraram também
potencial para a diferenciacdo dos grupos HPB e controle. Os peptideos 3 e 10 mostraram
potencial valor diagnostico para a diferenciacéo entre CaP e HPB. Como esperado, o peptideo
15 apresentou, no geral, pior performance diagnostica (menores valores de AUC) entre 0s
peptideos avaliados, uma vez que ele foi identificado em um nimero bastante limitado de
amostras. Contudo, apenas o peptideo 15 mostrou algum potencial diagndstico para a

diferenciacédo entre CaP x outros e HPB x outros. Embora esse peptideo tenha sido identificado
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em apenas uma amostra do grupo outros (grupo 3), esse grupo € composto por apenas 6
amostras. Peptideos capazes de diferenciar condi¢Bes pré-malignas, como PIN, ou condi¢Ges
diagnosticas duvidosas, como ASAP, sdo importantes ferramentas diagndsticas. Portanto, esse

peptideo ndo deve ser descartado de futuras analises.

Embora o0 numero amostras utilizado na nossa analise seja baixo, o que afeta
negativamente a analise das curvas ROC e, consequentemente, o valor diagndstico dos
peptideos, os resultados obtidos sdo comparaveis a outros biomarcadores urinarios descritos na
literatura, que podem possuir valores de AUC proximos a 0,61 a 0,75, e valores de sensibilidade
e especificidade bastante variadas (FUJITA; NONOMURA, 2018; WANG etal., 2017). Alguns
biomarcadores propostos pela literatura sdo identificados apenas apds protocolo de massagem
na préstata, mas tal manipulacdo pode ser empecilho para obtencdo da amostra e, por isso, esta
metodologia ndo foi usada no trabalho (FUJITA et al., 2009a, 2009b).

Além disso, construimos curvas ROC com os valores de PSA total
informados pelos pacientes para as diferentes comparac6es entre os grupos (Figura 8). A curva
ROC do PSA pode ser executada utilizando a razéo entre os valores de PSA livre e PSA total
(EROL etal., 2014), mas o primeiro raramente foi informado pelos pacientes, o que inviabilizou
o célculo para esta curva. As curvas ROC calculadas a partir dos valores de PSA total para 0s
grupos CaP x controles e HPB x controles geraram altos valores de AUC (0,998 e 0,994,
respectivamente). Porém, é importante ressaltar que parte da selecdo das amostras foi baseada
nos valores de PSA. Além disso, as amostras foram coletadas no momento prévio a bidpsia de
préstata, sendo este procedimento solicitado a partir do aumento do valor de PSA. Portanto 0s
dados utilizados para a realizacdo da curva ROC contém um viés importante. Analises com
curva ROC com valores de PSA, utilizando diferente nimero amostral apresentaram AUC de
0,68-0,89, mas que dependiam do nivel de avango da doenca (THOMPSON et al., 2005; WEI
et al., 2016). De qualquer forma, ao observar a curva ROC para os valores de PSA total para os
grupos CaP e HPB (Figura 8C), percebe-se que os valores de PSA néo séo suficientes para
diferenciar a condi¢cdo maligna da benigna, ressaltando a necessidade do desenvolvimento de
um teste marcador mais especifico. Na comparacdo CaP x HPB, os peptideos 3 e 10 mostraram
valores de AUC superiores aos apresentados pelo PSA total, demonstrando o potencial

diagnostico dos peptideos urinarios.
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Figura 8: Curvas ROC usando os valores de PSA. As amostras utilizadas para gerar este grafico foram as

mesmas utilizadas para gerar os gréaficos anteriores. Sendo A: comparacéo entre os grupos CaP e Controle; B:

comparacao entre os grupos HPB e Controle; e C: comparacdo entre os grupos CaP e HPB.

Tabela 6: Resumo dos dados obtidos pelas Curvas ROC. Disp6em dos célculos de area sob a curva,

sensibilidade mé&xima e especificidade maxima.

Resultados - Curva ROC

Grupos Peptideo Dados Utilizados Area Sob a Curva  Sensibilidade Especificidade
Comparados Analisado (AUC) Maxima Maxima
Normalizacéo 0 0
LOG2 0,62 100% 24%
Peptideo 13 N lizacs
ormalizagdo 0,62 100% 24%
Mediana
Normalizacéo 0 0
CaP e Controle LOG?2 0,684 66% 76%
Peptideo 10 N lizaca
ormatizacao 0,697 59% 76%
Mediana
] Normalizagéo 0 0
Peptideo 15 LOG?2 0,54 100% 8%
Peptideo 10 Normalizagao 0,632 66% 61%
Mediana
CaP e HPB
Peptideo 3 ormalizagdo 0,614 63% 68%
Mediana
CaP e QOutros Peptideo 15 Norn_wahzagao 100% 17%
Mediana
0,583
HPBeControle  Peptideo 13 \ormalizagao 0,62 100% 24%

LOG2
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Normalizacédo

0 0,
Mediana 0,62 100% 24%
Peptideo 15 Egrénza"za‘?ao 0,54 100% 8%
HPB e Outros Peptideo 15 Normalizagao 0,583 100% 17%
Mediana
Outros e Controle  Peptideo 13 Normalizagao 0,62 100% 24%
Mediana
CaP e Controle (Nao Aplicavel) Valores de PSA 0,998 97% 100%
HPB e Controle (Nao Aplicavel) Valores de PSA 0,994 94% 100%
CaP e HPB (Nao Aplicavel) Valores de PSA 0,53 65% 55%

Apesar das limitacbes do estudo, peptideos com potencial para uso no diagnéstico do
CaP foram identificados. AvaliacGes devem ser feitas utilizando maior nimero de amostras e
metodologias mais sensiveis e especificas (target MS) para determinar o valor diagnéstico dos
peptideos identificados. A fim de aumentar a for¢a diagnéstica dos biomarcadores, a analise em
conjunto é mais eficiente em diversos casos (GILQUIN et al., 2017; HERMANN et al., 2017),
e por isso, é importante considerar o uso associado dos potenciais peptideos biomarcadores

encontrados neste trabalho para melhor diagnosticar as patologias prostéaticas.

6. Concluséo e Perspectiva

Neste trabalho foi possivel estabelecer um fluxo metodolégico para
deteccdo e andlise de peptideos circulantes na urina, assim como discorrer sobre possiveis erros
associados a determinados processos. Encontramos quatro peptideos com diferentes potenciais
para biomarcador das condi¢cdes patoldgicas estudadas (Cancer de Prostata, Hiperplasia
Benigna da Préstata e condigdes “pré-cancer”). Sugerimos que um estudo com um ndmero
amostral maior seja executado para confirmar a eficacia dos peptideos apresentados neste
trabalho usando técnicas mais sensiveis de deteccdo, além de um estudo mais aprofundado

comparando os subgrupos definidos para cada condigé&o.
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#Fungdo Arglist gera uma lista das tabelas a serem usados na analise
def Arglist (path):
temp = os.listdir (path)
dirs = []
for x in temp:
temp2 = os.listdir (path + '/' + x)
for y in temp2:
if (len(y.split (" final ")))>1:
if y.split(" final ") [1l] == "peptide.csv":
dirs = dirs + [path + '"/' + x + '/' + y]
return (dirs)

#Funcdo Group Table recebe a matriz resultante de ArglList e gera a primeira tabela e
a lista de grupos

def Group Table (dirs,Grupos):
res = []
for x in range(len(dirs)):
for yv in dirs[x]:
temp = y.split('/")
if (len(temp)) > 2:
temp2 = Sample rename (Grupos[x],temp[-1])
res = res + [temp2+'/t'+str(x+1)]
return (res)

#Funcdo Sample rename recebe o nome do grupo e renomeia das amostras com base no nome
da tabela

def Sample rename (group,sample):
if sample[0]!="_":
temp = sample.split (' ')
temp2 = group+' '+temp[0]+' '+temp[3]
else:
temp2 = 'ERROR'
return (temp2)

#Funcdo read file gera uma lista com as linhas contidas no arquivo filename
def read file (filename):

with open (filename) as file:
return file.read().split('\n") [0:]

#Funcdo AutoCurate Filter seleciona apenas as informac¢des de peptideos com valor de
AutoCurate 'Green'

def AutoCurate Filter (table,sample):

res = []
for x in table:
if x!="'":
temp = x.split(',")
if temp[l7] == 'Green':

res = res t[temp[25]+', 'ttemp[41l]+', '+ttemp[51]+', '+sample]
return (res)
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#Funcédo Tab2 oldPep adiciona informacdes de um peptideo j& encontrado em outra
amostra
def Tab2 oldPep (table2,info):

#print '0ld’

pep = info.split(',"') [0]

rt = info.split (', ") [1]

value = info.split (', ") [2]
sample = info.split(',") [3]
temp = len(table2[0])

res = []

tempcont = 0 #coluna da amostra

temppep = 0 #linha do peptideo
for x in range(len(table2)):
if table2[x][0] == pep:
temppep = X
for x in range(len(table2)):
if x ==
if sample in table2([0]:
for v in range(len(table2[0])):

if table2[0][y] == sample:
tempcont = vy
res = [table2[0]]
else:
res = [table2[0]+[sample]]

else:
if tempcont ==
temp2 = table2[x]+['0"']

res = res + [temp2]
else:
temp2 = table2([x]
res = res + [temp2]
if tempcont == 0:
res[temppep] [-1] = value
else:
res[temppep] [tempcont] = value

return (res)

#Funcédo Tab2 newPep adiciona informacdes de um peptideo n&o encontrado em outra
amostra
def Tab2 newPep (table2,info):

#print 'New'

pep = info.split(',") [0]

rt = info.split (', ") [1]

value = info.split(',"')[2]
]

(
sample = info.split (',
temp = len(table2[0]
res = []
tempcont = 0
if len(table2) ==
res = table2[0]
res = res+[sample] ####

res = [res] + [[pep,rt,value]]
else:
for x in range(len(table2)):
if x ==

if sample in table2[0]:
for y in range(len(table2[0])):
if table2[0][y] == sample:
tempcont = vy
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res = [table2[0]]
else:
res = [table2[0]+[sample]]
else:
if tempcont == 0:
temp2 = table2[x]+['0"']
res = res + [tempZ2]
temp3 = [pep,rt]
for y in
if v < (len(table[0])-3):
temp3 = temp3 + ['0']
temp3 + [value]
((len(table2))-1) : #
res = res + [temp3]#

temp3 =
if x ==
else:
temp2 =
res = res +
temp3 =
for v in
temp3 = temp3 + ['0']
temp3 [tempcont] = value
if x == ((len(table2))-1):
res = res + [temp3]

table? [x]
[temp2]
[pep, rt]

#print 'res final'
#print res
return (res)

#Gera Tabela2 com as médias dos valores das amostras,
zero, mantém o outro valor
def ValueMed (table):

temp = table

return (table)

Grupos = ['grupol', 'grupo2', 'grupo3']
tables = []
for x in Grupos:

temp = ArgList ('pasta'+x)

tables = tables +[temp]
tablel = Group Table (tables,Grupos)
tablel = ['Sample/tGroup']+tablel

Tabl=open ('D:/GroupsTable.txt', 'w'")
for x in tablel:

Tabl.write('%s\n'% (x))
Tabl.close()

resultlist = []
for x in range(len(tables)):
for y in tables([x]:
table = read file(y)
temp = y.split('/")
if (len(temp)) > 2:
temp2 = Sample rename (Grupos[x],temp[-1])
if temp?2 'ERROR' :
temp3 = AutoCurate Filter (table, temp2)
if temp3!='"':
resultlist=resultlist+[temp3]

pep = []

table2 = [['Peptide', 'RT'1]

(range (len(table2[0])-2)):

(range (len (table2[0])-2)):

se uma tover valor igual a
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for x in resultlist:
for y in x:
if y.split(',')[0] in pep:
temp = Tab2 oldPep (tableZ2,y)
else:

pep = pep + [y.split(',"')[0]]

temp = Tab2 newPep (table2,y)
table2 = temp
#print table2

Tab2=open ('D:/TablePep.txt', 'w')
for x in table2:
for y in x:
Tab2.write ('$s\t'% (x))
Tab2.write ('\n'")
Tab2.close ()

Med = read_file('D:/TableSamples.txt')
for x in range(len(Med)):
temp = Med[x].split('\t'")

if temp[0] == 'x':
Med[x] = [Med[x]] + [0]
else:
for y in range(len(table2[0]))
if table2[0][y] == temp[O0]
Med[x] = [Med[x]] + [vy]
if temp[l] == 'x':
Med[x] = Med[x] + [0]
else:
for y in range(len(table2[0])):
if table2[0][y] == temp[l]:
Med[x] = Med[x] + [vy]

#Tab3=open ('D:/TablePep2.txt', 'w')
#for x in Med:

# Tab3.write ("$s\t'% (%))
#Tab3.close ()

#print Med

#res med

#for x in range(len(table?)):
# if x ==

# temp = []
# for y in range (len (Med)) :




