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RESUMO

Introducio: O desenvolvimento do Cancer de Préstata e seu nivel de agressividade tém
sido associados com o aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio, o combate a
estas espécies envolve o sistema antioxidante enzimdtico mitocondrial composto pela
Superoxido Dismutase (SOD2), e Glutationa Peroxidase (GPx). Nos seres humanos ha
um polimorfismo denominado Alal6Val-SOD2, que consiste de trés possiveis
genotipos: AA (associado a uma elevada atividade da enzima SOD2, com maior
produgdo de peroxido de hidrogénio- H»02) VV (menor atividade da SOD2 com
aumento dos niveis do Superdéxido — O2™) e AV (equilibrio entre ambos). Estudos
demonstraram que individuos portadores do genotipo AA possuem maior risco de
desenvolver Cancer de Prostata. Entretanto, a agressividade ainda nao foi avaliada.
Objetivo: O presente estudo avaliou a associagdo do polimorfismo Alal6Val-SOD2 ¢ a
agressividade do Cancer de Prostata através de dois protocolos, in vivo e in vitro
combinados. Metodologia: Inicialmente foi analisado o potencial da associagdo entre o
polimorfismo e a agressividade no momento do diagndstico. Um segundo estudo foi
realizado para investigar o impacto do desequilibrio da SOD2 sobre a proliferacao
celular. Células da linhagem DU145 foram expostas a um gradiente de concentragao de
paraquat e de porfirina a fim de criar uma semelhanca observada nos genotipos VV e
AA da SOD2. Resultados: Portadores do gendtipo VV apresentaram uma maior
pontuacdo de Gleason, mostrando-se mais agressivo, comparados do gendtipo AA. Na
analise in vitro somente a porfirina (AA) foi capaz de diminuir a proliferacdo e inibir
significativamente o ciclo celular na fase S. Conclusdo: Os resultados descritos
sugerem que a alteragdo do estado redox pode ser explorada terapeuticamente no
tratamento do Cancer de Prostata, merecendo ser investigado em estudos pré-clinicos e
clinicos.

Palavras-chave: Cancer de Prostata, Estresse oxidativo, Paraquat, Polimorfismo,
Porfirina, Superoxido dismutase.



1. INTRODUCAO
1.1. Cancer de Prostata
1.1.1. Epidemiologia

O tema de escolha para este trabalho, consiste em um dos grandes males da
humanidade, o cancer. O Cancer de Prostata ¢ uma neoplasia altamente prevalente nos
homens, sendo considerada a segunda causa de morte do sexo masculino no mundo
Ocidental (INCA, 2014).

Mais de 1,1 milhdes de novos casos e 300.000 mortes por Cancer de Prostata
ocorrem a cada ano em todo o mundo (Chang e cols., 2014; Bashir, 2015). Comparado
aos outros tipos, este ¢ conhecido como o cancer da terceira idade, pois em média trés
quartos dos casos que ocorrem mundialmente acometem os homens a partir dos 65 anos
de idade (INCA, 2014).

As maiores taxas de incidéncia estdo localizadas na Australia, Nova Zelandia,
Europa do Norte e Ocidental, e na América do Norte (Chang e cols., 2014).

As estimativas realizadas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o
Brasil, em 2014, vélidas também para o ano de 2015, apontam que ocorrerdo 68.800
casos novos de Cancer de Prostata. A regido Sul, lidera o ranking dos mais incidentes,
sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, com 91,24 casos a cada 100 mil
habitantes, seguida por Sudeste (88,06/100 mil); Centro-Oeste (62,55/100 mil);
Nordeste (47,46/100 mil); e Norte (30,16/100 mil). Sendo, o Rio Grande do Sul com
maiores numeros de casos, cerca de 5.740 casos /100mil habitante seguido do Parana

4.870/100 mil e Santa Catarina 2.220/100 mil (INCA, 2014).



1.1.2. Fatores de Risco
Do mesmo jeito que ocorre para a maioria dos canceres a etiologia do carcinoma
prostatico nao € bem determinada. Entretanto, existe alguns fatores postulados na sua
promogao € inicio.
e Idade
A idade ¢ um fator de risco importante, ganhando um significado especial no
Cancer de Prostata, uma vez que tanto a incidéncia quanto a mortalidade aumentam
exponencialmente apds os 65 anos de idade (Yin e cols., 2008; Wigle e cols., 2008;
Park ¢ cols., 2015).
e Raca
E mais frequente em brancos e negros do que em amarelos, particularmente
japoneses. Nos EUA ¢ mais comum em negros do que em brancos. Mordukhovich e
cols. (2011) investigaram possiveis fatores de risco que determinam esta diferenga,
entre eles, a susceptibilidade genética e fatores socioecondmicos e ambientais
provavelmente contribuem para as diferengas observadas nas taxas de incidéncia entre
etnias (Williams e Powell, 2009; Mordukhovich e cols., 2011).
e Fatores genéticos
Caracterizado como uma herang¢a autossomica dominante. Historico familiar de
pai ou irmao com Cancer de Prostata pode aumentar o risco, duas vezes mais, € se
ambos tém ¢ de nove vezes em relacdo a populacdo em geral. Este fator poderia ser
explicado pela presenca de variantes genéticas, polimorfismos genéticos, que
influenciariam nas rotas metabolicas associadas a etiologia do Cancer de Prostata
(Bloom e cols., 2006; Mazdak e cols., 2012)
Os fatores de risco até agora expostos, € que até o momento, sao 0s mais aceitos

e estudados, ndo sdao passiveis de manipulagdo para fins de prevencao primaria. Em



virtude disto, diversos estudos sdo realizados no intuito de identificar fatores de risco
manipuldveis para tal prevencdo. Sao estes, fatores ambientais e nutricionais
(Pouresmaeili e cols., 2014; Wang e cols., 2015). O célcio, por exemplo, quando
ingerido em maior quantidade, ¢ associado a uma maior incidéncia de neoplasia
prostatica (Giovanucci e cols., 1998; Tao e cols., 2015). Da mesma maneira, uma dieta
rica em nutrientes tais como o Licopeno, Selénio, Vitamina E, Vitamina D tém sido
associadas a uma menor incidéncia de tal neoplasia (Key e cols., 2015; Wang e cols.,
2015).

Levando também em consideracdo que o risco aumenta com a idade, acredita-se
que o acumulo de dano no DNA derivado de exposi¢do cronica a agentes
carcinogénicos, como fatores endogenos (variacdes genOmicas) e fatores exogenos
(exposi¢des ambientais, de estilo de vida), explicaria a associagdao entre este tipo de
doenca e envelhecimento (Troen, 2003; Indo e cols., 2015). Corroborando com esta
hipotese, existe uma quantidade relativamente grande de estudos que mostram a
presenca, em muitos tumores, de modificacdes no DNA causadas por estes fatores que
implicam no equilibrio de espécies reativas (Valko e cols., 2007; Chaiswing, Zhong e
Oberley, 2014).

Assim, varias s3o as etiologias envolvidas no adenocarcinoma de prostata, e a
identificacao de fatores prognoésticos uteis para esta neoplasia € de extrema importancia

para a compreensao da doenca.

1.1.3. Sintomatologia
Na maioria dos casos o adenocarcinoma da prostata ¢ assintomatico,
principalmente em estagios iniciais. Porém, com o decorrer do tempo podem surgir

dificuldades para expelir a urina, jato urinario fraco, aumento do nimero de micgdes



(Corréa e cols., 2003; Kang e cols., 2015), necessidade imperiosa de urinar, dor e
queimagdo durante a micgdo entre outros sintomas (Godtman e cols., 2013).

Um em cada nove homens com Cancer de Préstata pode apresentar
manifestagdes clinicas, entretanto, tais sintomas sao comuns nos casos de crescimento
benigno, de modo que a presenga deles nao indica, necessariamente, a existéncia de
cancer, exigindo, no minimo, uma melhor avaliagdo médica (Johansson e cols., 2004).

Ja o adenocarcinoma avang¢ado pode se disseminar pelo corpo provocando
metastase a 0rgaos vizinhos ou a distancia, causando com isso, sintomas mais graves.
Como, dores no perineo, alteragdes do funcionamento intestinal, dores ao nivel dos rins

€ nos 0ssos, cansaco, perda de forca e de peso (Corréa e cols., 2003; Bratt e cols., 2010).

1.1.4. Diagnéstico

Além dos sintomas, o médico precisa reunir outras informacdes para
diagnosticar o tipo de problema que o paciente apresenta. Para isto, varios exames
podem ser empregados, Dosagem do Antigeno especifico da prostata (PSA), toque retal,
ultrassonografia transretal, ressonancia magnética, tomografia computadorizada,
ecografia, urografia, endoscopia urindria e bidpsia (Di Lorenzo e Placido, 2006;
Panebianco e cols., 2015).

O toque retal ¢ um exame preventivo que permite avaliar diversos aspectos da
prostata. E observado seu tamanho e forma, sua consisténcia (dureza), sensibilidade, se
¢ muito doloroso, incomodo ou assintomatica. A prostata normal ¢é fibroelastica, porém,
com atividade neoplésica torna-se firme ou endurecida (Corréa e cols., 2003; Vida e
cols., 2014).

Junto com o toque retal se realiza a dosagem sérica do PSA (Heidenreich e cols.,

2011). Produzido pelas células epiteliais das glandulas prostaticas, este se eleva ja nas



fases iniciais da doenga. Tornando-se de grande utilidade clinica, pois, serve para
deteccao precoce de adenocarcinoma prostatico, estadiamento, avaliagdo prognoéstica e
para monitoramento da resposta terap€utica. Em geral, o valor de deducao positiva do
PSA, ¢ de 20% em individuos com valores inferiores a 4,0 ng/ml e de 60% - 80% em
individuos com valores superiores a 10 ng/ml (Barouki, 2012; Sertkaya e cols., 2014;
Pron, 2015). A busca do diagndstico precoce visa um tratamento curativo, assumindo
fundamental importancia, portanto, o toque retal e o exame de PSA devem ser
realizados anualmente em todos os homens acima de 45 anos de idade, independente de
apresentarem ou nao os sintomas (Corréa e cols., 2003; Pron, 2015).

O “padrdo ouro” do diagndstico do Cancer de Prostata é a bidpsia. Realizada
sempre que houver uma suspeita de adenocarcinoma e apos realizado outros testes de
diagnostico com resultado positivo, tais como, toque retal com suspeita de malignidade,
nodulos ou zonas endurecidas; PSA superior a 10 ng/ml, detec¢do na ecografia de zonas
com alteragdes ecogénicas entre outros (Heidenreich cols., 2011; Kang e cols., 2015).
Quando a bidpsia confirmar a presenga da neoplasia, deve-se proceder a avaliacdo da
extensdo e das caracteristicas do tumor, a fim de se estabelecer o estagio da doenga e o
seu devido tratamento.

Para diferenciagdo ¢ observado a graduacdo histologica que ¢ determinada por
uma escala designada de escore de Gleason (Stark e cols., 2009; Epstein, 2010). A partir
desta, considera-se que quanto mais diferente a célula cancerosa estiver em relagcdo as
células normais, mais agressivo se apresentard o tumor e mais rapida sera sua
disseminagao (True e cols., 2006).

A escala de graduacao do Cancer de Prostata variade 1 a 5:



e Graul

As células s3o geralmente uniformes e pequenas, se parecem muito com a
glandula da prostata tecido normal, apresentam-se densamente agrupadas, com bordos
bem definidos e com pouco estroma entre elas.

e Grau?2

As células variam em tamanho e forma, apresentam-se em tamanho maior, com

glandulas uniformes, frouxamente agrupadas e com bordos irregulares.
e Grau3

As células variam ainda mais em tamanho e forma, constituindo glandulas muito

pequenas individualizadas ou espalhadas pelo estroma; ou fusiformes com bordas lisas.
e Grau4

A prostata possui poucas glandulas reconheciveis. Muitas células estdo

invadindo o tecido circundante.
e Grau$

A proéstata ndo possui glandulas reconheciveis. A maioria das células estdao
agrupadas em grandes massas que invadem os 6rgaos e tecidos vizinhos.

Para se obter o escore total da classificacao de Gleason, que varia de 2 a 10, o
patologista deve graduar de 1 a 5 as duas areas mais frequentes do tumor e somar os
resultados. Quanto mais baixo o escore de Gleason, melhor serd o prognostico do
paciente (Calvete e cols.,2003; Stark e cols., 2009; Epstein, 2010).

e (leason de 2 a 4 — existe cerca de 25% de probabilidade do cancer disseminar-se
para fora da prostata em 10 anos.
e (Gleason de 5 a 7 - existe cerca de 50% de probabilidade do cancer disseminar-se

para fora da prostata em 10 anos.



e (leason de 8 a 10 - existe cerca de 75% de probabilidade do cancer disseminar-

se para fora da prostata em 10 anos.

Além da graduacdo histologica, o estadiamento clinico da neoplasia, tanto para
fins de progndstico como de tratamento, tem enorme importancia pratica.

O sistema de estadiamento mais amplamente utilizado para o Cancer de Prostata
€ 0 American Joint Committee on Cancer (AJCC) sistema (TNM, 2010).

e T - Tumor Primario

TX O tumor primdrio ndo pode ser avaliado.

TO Nao ha evidéncia de tumor primario.

T1 Tumor ndo diagnosticado clinicamente, ndo palpavel ou nao visivel por meio
de exame de imagem.

T1la Achado histologico incidental em 5% ou menos de tecido ressecado.

T1b Achado histoldégico incidental em mais de 5% de tecido ressecado.

T1c Tumor identificado por biopsia através de agulha (p. ex., devido ao PSA*
elevado)

T2 Tumor confinado a prostata.

T2a Tumor que envolve uma metade de um dos lobos ou menos.

T2b Tumor que envolve mais da metade de um dos lobos, mas ndo ambos os
lobos.

T2¢ Tumor que envolve ambos os lobos.

T3 Tumor que se estende através da capsula prostatica.

T3a Extensdo extracapsular (uni- ou bilateral).

T3b Tumor que invade vesicula (s) seminal (ais).



T4 Tumor esta fixo ou invade outras estruturas adjacentes, que nao as vesiculas
seminais: colo vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores do anus, ou parede

pélvica.

e N - Linfonodos Regionais
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
NO Auséncia de metastase em linfonodo regional.
N1 Metastase em linfonodo regional.
e M - Metastase a Distancia
MX A presenca de metastase a distancia nao pode ser avaliada.
MO Auséncia de metastase a distincia.
M1 Metastase a distancia.
MIla Linfonodo (s) ndo regional (ais).
MI1b Osso (s).

MIc Outra (s) localizagdo (des).

1.1.5. Tratamento

Existem duas formas de tratamento com potencial curativo para o cancer
localizado, que sdo a prostatectomia radical ou a radioterapia (externa ou braquiterapia)
(Shahi e Manga, 2006; Bill-Axelson e cols., 2011; Heidenreich e cols., 2014). Estas
estdo indicadas para os casos (T1 e T2) com prognostico de vida superior a 10 anos. Nas
prostatectomias radicais, toda glandula da prostata ¢ removida, além de uma parte do
tecido adjacente. A via de acesso preferida pelos urologistas ¢ a retropubica, que
preserva os feixes vasculonervosos importantes para se evitar perda da poténcia sexual

apos a cirurgia (Bill-Axelson e cols., 2011). A radioterapia utiliza raios de alta energia



ou particulas para matar células cancerosas. Na maioria dos casos ¢ indicada para o
tratamento de baixo grau que ainda estd apenas na prostata. Mas também pode ser
indicada no tratamento junto com a terapia hormonal para canceres que tém crescido
fora da prostata e em tecidos circundantes. Pacientes com neoplasias avangadas, a
radioterapia auxilia reduzindo o tamanho do tumor e proporcionando alivio de sintomas
(Nanda e cols., 2010; Kim ¢ cols., 2015).

No caso de Cancer de Prostata metastitico, a terapia enddcrina ou
hormonoterapia ¢ o tratamento mais indicado (Kaliks e Giglio, 2008; Schulman e cols.,
2015). Nesta terapia sao empregados varios medicamentos a base de hormdnios
(estrogenos, andlogos da LHRH e antiandrogenos), que impedem a produgdo de
testosterona ou bloqueiam as suas agdes na prostata (Akaza e cols., 2009). A castragao
(orquiectomia), que ¢ a retirada cirurgica dos testiculos, também ¢ utilizada como
hormonoterapia, ja que elimina os 6rgdos que produzem o hormoénio masculino, este
apontado como principal responsavel pelo crescimento do tumor (Shahi e Manga, 2006;
Schulman e cols., 2015).

A quimioterapia em muitos casos, ¢ iniciada com docetaxel combinada com
prednisona. Se a doenca ndo responder, ¢ iniciado o tratamento com cabazitaxel (de
Bono e cols., 2010; Ning e cols., 2010). Ambos medicamentos aumentam a sobrevida,
podendo retardar o crescimento do tumor e reduzir os sintomas, resultando em uma
melhor qualidade de vida.

Novas linhas de tratamento vém sendo constantemente estudas. Esses
tratamentos visam atingir o cancer através de diferentes mecanismos. Um deles ¢ a
imunoterapia, que tem como objetivo aproveitar a capacidade do sistema imunoldgico

para reconhecer de forma eficaz e matar as células cancerosas, enquanto os tecidos
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saudaveis sdao poupados (Vesely e cols., 2011; Dubensky e cols., 2012; Silvestri e cols.,

2015).

1.2. Radicas livres, espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

Radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados em sua oOrbita mais externa da eletrosfera (Halliwell, 2006; Shao e
cols., 2012), conferindo assim, um alto poder de reatividade. Outras moléculas além do
oxigénio, como o carbono, o enxofre € o nitrogénio também podem produzir RL ou
espécies reativas, no entanto, o oxigénio ¢ o que mais recebe atengdo, dada sua
importancia nos processos metabolicos celulares (Halliwel, 2006; Drose e Brandt, 2012)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas de forma continua
pelas células como parte de seus processos metabodlicos. O desequilibrio entre a
formacdo e remog¢do dessas espécies ¢ decorrente da diminuicdo dos antioxidantes
endogenos e exdgenos ou ainda do aumento da geragao de espécies oxidantes, que gera
um estado pro-oxidante, chamado de estresse oxidativo (Warnholtz e cols., 2004; Valko
e cols., 2007; Drose e Brandt, 2012).

O estresse oxidativo favorece a ocorréncia de ataques das EROs a componentes
celulares, podendo resultar em lesdes oxidativas em macromoléculas e diversas
estruturas celulares que, se ndo forem reparadas, alterardo a funcionalidade de o6rgaos,
tecidos e células. Este se mostra presente em uma grande variedade de condigdes
patologicas e acredita-se que funcione como agente patogénico em muitas dessas
condigdes (Victor e cols., 2009; Bakalova e cols., 2013).

Todos os componentes celulares sdo vulnerdveis a agdo das EROs, porém a
membrana ¢ um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagdo lipidica

(lipoperoxidag¢@o) que ocorre por 3 etapas: Iniciacdo, o hidrogénio do &cido graxo
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insaturado do fosfolipidio de membrana ¢ removido por uma EROs produzindo o
radical lipidico; na fase seguinte de propagacdo, o radical lipidico gerado reage com o
oxigénio molecular formando o radical peroxila (LOQO"), este processo pode dar inicio a
um novo processo de remog¢ao de hidrogénio de uma nova molécula de acido graxo. E
por fim, a fase de término, no qual gera outros produtos que podem reagir com as bases
nitrogenadas do DNA, sendo um agente mutagénico (Valko e cols., 2007; Niki, 2009).
Este, gera por sua vez alteracdes na permeabilidade, fluidez e integridade da membrana
celular. Causando perda na seletividade, na troca ionica e liberagdao do conteudo de
organelas, podendo culminar a morte celular (Cherubini e cols., 2005; Saito e cols.,
2015).

As enzimas e proteinas também sdo atacadas pelas EROs. Podem atacar os
residuos de aminodcidos (cisteina, prolina, arginina, treonina e lisina) para produzir
grupos carbonila (Maisonneuve e cols., 2009). As alteracdes provocadas modificam a
atividade biologica das macromoléculas, especialmente das enzimas. As células que
apresentam as membranas danificadas ficam sujeitas a citolise, apoptose e acabam
prejudicadas no transporte ativo de substancias (Pilka e cols., 2009; Suzuki, Carini e
Butterfiel 2010).

As EROs oxidam o DNA por atingir as bases nitrogenadas e/ou as moléculas de
acgucares. Provocando danos na quebra das fitas duplas e a formagao de sitios abasicos
(sitios com perda de bases nitrogenadas). As lesdes no DNA podem resultar tanto na
inativacdo quanto na ativacdo da sua transcricdo, replicagdo de erros e instabilidade
genoOmica, todas essas alteracoes podem ser associadas a carcinogénese, mutagénese e
no envelhecimento (Spencer e cols., 2002; Valko e cols., 2007).

Dessa forma, a existéncia de um mecanismo de defesa e reparo ¢ de extrema

importancia, visto que, lesoes oxidativas podem se tornar letais para as células.
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1.3. Defesas antioxidantes

As células humanas tém a capacidade de desenvolver um elaborado mecanismo
de defesa, para combater a intensa producao de espécies reativas de oxigénio. Este
mecanismo ¢ denominado sistema de defesa antioxidante, que atua na prevengdo e
reparo fisico e quimico dos danos oxidativos nos diversos sistemas organicos (Valko e
cols., 2007; Shao e cols., 2012).

Podem ocorrer por meio de mecanismos enddgenos (antioxidantes enzimaticos),
que sao produzidos pelo organismo humano. Sendo o conjunto das principais enzimas
envolvidas neste processo a glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD) e
a catalase (CAT) (Cai e cols., 2004; Crawford e cols., 2011; Brigelius-Floh¢ e
Maiorino, 2013). Também podem ocorrer por mecanismos exdgenos (nao-enzimaticos),
que sdo antioxidantes provenientes da alimentagdo e ndao produzidos pelo organismo.
Sao representados pela glutationa reduzida (GSH) tio6is ndo-proteicos, acido ascorbico
(vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E) (Takebe e cols., 2002; Shao e cols., 2012).

Portanto, os antioxidantes sdo todas as substancias capazes de diminuir ou inibir
a oxidagdo do substrato passivel de ser oxidado. Protegendo o sistema bioldgico contra
os efeitos deletérios dos processos ou das reacdes que levam a oxidacdo de

macromoléculas ou de estruturas celulares (Brambilla e cols., 2008; Shao e cols., 2012).

1.4. Superoxido Dismutase (SOD)

A SOD ¢ uma enzima antioxidante endogena que desempenha um importante
papel uma vez que, catalisa a dismutagdo do radical superoxido (O2™) em perdxido de
hidrogénio (H202) (Ambrosone e cols., 1999). Ja o H>O, ¢ degradado pelas enzimas

CAT ou GPx resultando em agua e oxigénio (O2) (Figura 1) (Valko e cols., 2007; Shao
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e cols., 2012; Brigelius-Flohé e Maiorino, 2013). Entretanto, uma parcela do H>O> ndo ¢
inativada, ¢ através das reagOes nao enzimaticas de Fenton ¢ Haber-Weiss, combina-se
com ferro livre circulante formando o radical hidroxila (OH™), provavel EROs mais
nociva e para qual ndo possuimos enzimas antioxidantes especificas (Ambrosone e

cols., 1999; Buggisch e cols., 2007).

Fig 1. Mecanismo enzimatico antioxidante (Adaptada Tese Duarte, 2010).

A SOD possui 3 isoenzimas, as quais sdo classificadas de acordo com a sua
localizagdo e do metal componente: SOD1 (CuZnSOD), SOD2 (MnSOD) e SOD3
(EcSOD) (Figura 2) (Weisiger e Fridovich, 1973; Fukai e Ushio-Fukai, 2011).

A SODI ¢ uma enzima citosolica dependente de cobre e zinco, presente no
cromossomo 21 em seres humanos e com peso molecular de aproximadamente 32.000
Da, ¢ encontrada no citoplasma, compartimentos nucleares e lisossomos de células de

mamiferos (Zelko, Mariani e Folz, 2002; Drdse e Brandt, 2012).
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A SOD2 ¢ uma enzima mitocondrial dependente de manganés, localizada no
cromossoma 6 em humanos e com peso molecular de 23.000 Da. A enzima SOD2 tem
demostrado desempenhar um importante papel supressor de tumor no cancer de
prostata, mama e coélon (Duan e cols., 2003; Gallagher e cols., 2009; Majima e
Toyokuni, 2012).

A SOD3 ¢ uma enzima extracelular dependente de cobre e zinco, presente no
cromossomo 4 de seres humanos e com peso molecular de 135.000 Da. Previne os
danos teciduais e celulares iniciados pelas EROs que sdao produzidos no meio
extracelular. Pode proteger contra a fibrose pulmonar e outras doencas mediadas por

superoxido extracelular (Zelko, Mariani e Folz, 2002; Gao e cols., 2008).

soD1-Citosol SOD3-Extracelular SOD2-Mitocondria

Fig 2. Superéxido dismutase (Adaptada apresentacdo de qualificagdo de Mestrado

Fernanda Barbisan, 2013).

1.5. Polimorfismo da SOD2
Em condi¢des normais, a concentragdo intracelular das EROs ¢ extremamente
baixa devido a acdo de enzimas antioxidantes que as removem ou impedem sua

formagao. Dentro da mitocOndria, a superdxido dismutase dependente de manganés



15

(SOD2) proporciona uma defesa contra o dano oxidativo causado pelas EROs

(Ambrosone e cols., 1999; Shao e cols., 2012).

No metabolismo energético, cerca de 5% do oxigénio inalado acaba nido

participando das rotas metabolicas mitocondrias envolvidas com a sintese de adenosina

tri-fosfato (ATP) e pela a¢do de enzimas como a NADPH oxidases que origina radicais

superoxidos (Cai e cols., 2004) (Figura 3).
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Como podemos observar na figura 3, os organismos aerobios como ¢ o caso dos
seres humanos (1) extraem energia a partir da glicose (obtida através da dieta) e
oxigénio absorvido através das vias respiratérias. A sintese de adenosina tri-fosfato
(ATP) ocorre na mitocondria (2) através da acao de ciclos metabolicos que produzem
no final esta molécula, e como subproduto dgua e dioxido de carbono.

Aproximadamente 5% do oxigénio que chega até as mitocondrias (3) ndo ¢
utilizado no processo de sintese de ATP e transforma-se em EROs. Por ser uma
molécula altamente reativa que, potencialmente, causa oxidacdo de moléculas que
participam da estrutura e fungdo celular, o superdxido ¢ dismutado em peroxido de
hidrogénio e O2 pela SOD2 (4).

O produto do gene da SOD2 ¢ nuclear (5), isto é, a sintese da enzima
necessariamente ocorre pela transcri¢ao e processamento de uma molécula de mRNA
que vai para o reticulo endoplasmatico rugoso e neste local produz uma proteina da
SOD2 nao-funcional. Esta proteina possui um segmento proteico (mitochondrial target
sequence, MTS) que serve para direcionar o transporte da SOD2 para dentro da
mitocondria (6). No codon que determina o aminoacido na posicdo 16 do MTS da
SOD2 existe um polimorfismo Alal6Val, que se origina por uma mutagdo estrutural no
gene. Este polimorfismo de um tUnico nucleétido (SNP) (rs4880) ocorre na sequéncia
alvo da enzima SOD2, onde uma substitui¢ao de citosina por uma timina na sequéncia
codificadora, converte o codon GCT (alanina) para GTT (valina) (Figura 4) provocando
uma alteracdo conformacional de folha-beta para alfa-hélice, o que compromete a
capacidade de neutralizar os radicais superoxidos (Wispé e cols., 1989; Ambrosone e

cols., 1999; Sutton e cols., 2003; Taufer e cols.,2005; Barbisan e cols., 2014).
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Normal DNA Seguence Mutated DNA Sequence

Fig 4. Polimorfismo Alal6Val da SOD2 (Adaptada de Rosenblum, Gilula e Lerner,

1996).

Uma vez que herdamos este polimorfismo, os possiveis gendtipos que ocorrem
nas populacdes humanas sdao: AA, AV e VV. As investigacdes bioquimicas e
moleculares sugeriram que o alelo A apresenta uma estrutura proteica a-hélice que se
torna mais eficiente no transporte da SOD2 do citosol para o interior da mitocondria e
também na metabolizacdo do O2™ em H2O: (Sutton e cols., 2003; Taufer e cols.,2005).
No entanto, tais resultados parecem contraditorios, uma vez que estudos
epidemioldgicos sugerem associacdo do gendtipo AA com um risco maior de
desenvolver cancer de préstata, mama e colon (Bica e cols., 2009; Wang e cols., 2009;
Sun e cols., 2013; Chaiswing, Zhong e Oberley, 2014). Uma hipotese para explicar
estes resultados seria que a maior taxa de dismutagdo do O2™ em H»O; ndo causaria
uma regulacdo compensatoria das enzimas catalase e glutationa peroxidase na
metabolizagdo desta molécula em agua (Wang e cols., 2009).

A variante valina (Ala/Val ou Val/Val) apresenta uma estrutura B-hélice

pregueada, dificultando assim o seu transporte para o espaco mitocondrial, e desta
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forma, reduzindo a sua atividade antioxidante (Shimoda-Matsubayashi e cols., 1996;
Barbisan e cols., 2014).

Portanto, a lesio do DNA mitocondrial causada pelo estresse oxidativo merece
destaque pelo fato da mitocondria ser a principal fonte de EROs. Por essa razao, o DNA
esta exposto a altos niveis de espécies reativas, promovendo mutagdes nos genes das

proprias enzimas antioxidantes e causando danos no organismo.

1.6. Polimorfismos da SOD2 e o Cancer de Prostata

Diversos estudos sdo apresentados relacionando polimorfismos genéticos, perfil
oxidativo e cancer de prostata (Van e cols., 1999; Sun e cols., 2013; Paschos e cols.
2013; Chaiswing, Zhong e Oberley, 2014).

As EROs provavelmente induzem o surgimento de neoplasias por duas rotas: 1)
causando danos na estrutura do DNA, levando a delegdo, adicdo ou substituicdo de
bases nitrogenadas, mutando o DNA, a denominada rota genética; ou, 2) modificando a
expressdo de um determinado gene. E o que pode ocorrer, como por exemplo, se um
gene de supressdo tumoral for silenciado ou tiver sua expressdo génica diminuida
através da indugdo, pelas EROs, de mecanismos regulatorios existes no
desenvolvimento humano (Lee e cols., 1994).

Algumas metanalises t€ém sugerido que a associagdo entre o cancer de prostata e
o polimorfismo Alal6Val-SOD2 ¢ controverso, pois alguns estudos encontraram uma
associacao entre este polimorfismo (Sun e cols., 2013; Blarigan e cols., 2014), enquanto
outros nao encontraram nenhuma relagdo (Liwei, Chunyu e Ruifa, 2009; Ding e cols.,
2012).

Uma pesquisa realizada por Margalit e cols. (2015) sugeriu uma ligacdo entre

trés polimorfismos da SOD2 (rs6917589, rs2758331 e rs4880) e morte por Cancer de
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Prostata ou metastases a distancia. Outros estudos como de Chaiswing, Zhong e
Oberley (2014) apoiam a hipdtese de que a SOD2 e o Cancer de Prostata estdo
associados e que as espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na carcinogenese
prostatica.

Entretanto, alguns estudos sugerem que a SOD2 tem um importante papel
supressor de tumor no cancer de prostata e pode ser utilizado como terapia genética para
o tratamento da neoplasia (Duan e cols., 2003; Majima e Toyokuni, 2012).

Bica e cols. (2009) descreveram uma relacdo entre o gendtipo AA e risco de
cancer de mama e o gendtipo VV na agressividade do cancer. Ergen e cols. (2007)
investigaram pacientes turcos e encontraram esta relacao entre o genotipo AA e o risco
de Cancer de Prostata, mas nenhuma associagdo foi realizada entre a agressividade dos
diferentes geno6tipos do Alal6Val-SOD2.

Estes dados contraditorios encontrados na literatura, podem ser devido a forte
influéncia de fatores ambientais, como alimentacdo, atividade fisica, bem como a
origem étnica entre outros fatores (Bresciani e cols., 2013; Wang e cols., 2015). Numa
investigacdo realizada por Mikhak e cols. (2008), ndo foi encontrado nenhuma
associacdo geral entre o polimorfismo da SOD2 e o risco de Cancer de Prostata. No
entanto, os portadores do sexo masculino do genotipo AA que tiveram baixo status de
licopeno ao longo prazo, apresentaram um risco maior de Cancer de Prostata quando
comparados aos homens que tinham o héabito de consumir vegetais ricos em moléculas
antioxidantes (Mikhak e cols., 2008).

Desta forma, o estresse oxidativo vem sendo correlacionado a ocorréncia de
processos neoplasicos no organismo, sendo considerado atualmente um importante fator
de risco associado a carcinogénese (Spencer e cols., 2002; Valko e cols., 2007;

Bakalova e cols., 2013), uma vez que a modulagdo do estresse oxidativo pode ocorrer



20

por diversas variantes genéticas, ambientais ou gene-ambiente. Por tanto, consideramos
que investigar o papel do polimorfismo da SOD2 ¢ de grande relevancia, uma vez que,

pode estar relacionado com o prognostico e manejo terapéutico desta neoplasia.

1.7. Miméticos do polimorfismo da SOD2

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos compostos com a capacidade de
mimetizar as propriedades funcionais da SOD, para melhor compreensao do mecanismo
da enzima (Day e cols., 1995; Melchiorri e cols., 1996; Celic e cols., 2014; Shah e cols.,
2015). Varias classes miméticas da SOD tém demonstrado efeitos benéficos notaveis
em diferentes modelos de estresse oxidativo, quer em cultura de células ou em modelos
animais (Melchiorri e cols., 1996; Miriyala e cols., 2012; Celic e cols., 2014).

As porfirinas existem na natureza como parte de trés grupos de compostos:
clorofila, vitamina B12 (cobalamina) e o grupo heme. Sao estruturas muito similares e
so se diferenciam pelo metal que cada uma contém, a clorofila magnésio, a cobalamina
cobalto e o heme ferro. Estas sio miméticas da SOD de eficacia bem estabelecida,
disponiveis comercialmente. A porfirina faz com que aumente a taxa de conversdo do
02" em H203, produzindo quimicamente uma situa¢do parecida com a do gendtipo AA
(Miriyala e cols., 2012).

Thomas e Sharifi (2012) investigaram os efeitos da SOD na expressdo e fungao
de receptores de androgenos (AR), que sdo considerados vitais para a progressao do
cancer de prostata. Os resultados mostraram-se bastante promissores, ja que, oS
miméticos da SOD tiveram capacidade de suprimir a funcdo de AR, podendo assim, ser
benéfico no tratamento da neoplasia.

J& o paraquat ¢ um composto quaternario do amonio (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-

dicloreto) utilizado como herbicida e altamente perigoso, produzindo lesdes
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degenerativas no pulmao apds administragdo sistemica em seres humanos e animais. A
toxicidade pulmonar do paraquat de varias maneiras se assemelha a toxicidade de outras
toxinas pulmonares, incluindo o oxigénio. Ele possui duas consequéncias
potencialmente importantes para o desenvolvimento da toxicidade: geracdo de EROs
(por exemplo, radical superoxido, perdxido de hidrogénio, radical hidroxila), que ¢
altamente reativo a macromoléculas celulares; ou oxidagdo de equivalentes redutores
(por exemplo, NADPH, GSH) necessarias para a fungdo celular normal. Nas células ele
age interferindo na transferéncia de elétrons por reducao de doadores tais como NADPH
na mitocondria, aumentando assim os niveis de O>", mimetizando o gendtipo VV do
polimorfismo da SOD2 (Bus e Gibson, 1984).

De acordo com a literatura pode ser considerado um modelo potencialmente util
para a avaliacdo de mecanismos de toxicidade oxidantes (Jung ¢ Kim, 2003; Fahim e
cols., 2013; Lu e cols., 2014). Como o estudo realizado por Day e cols. (1995) que
investigou miméticos da SOD contra lesdes na célula por produgdo de superoxido
induzido pelo paraquat. Ele diminuiu a concentragdo de glutationa oxidada em pulmao e
figado, demostrando mais uma vez, que os miméticos da SOD podem ser uteis no
desenvolvimento de novas formas de prevencdo de lesdes e doengas associadas ao
estado redox.

Contudo, de acordo com as buscas realizadas na literatura, nenhum estudo foi
realizado avaliando o efeito no desbalango da producdo de superdxido e perdxido de
hidrogénio gerado pelo polimorfismo da SOD2 em neoplasias prostaticas. Também ndo
foi encontrado estudos concomitantes entre uma andlise in vivo e in vitro na
agressividade tumoral do Cancer de Prostata associada ao polimorfirmo Alal6Val

SOD2.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral
Avaliar o polimorfismo da SOD2 na agressividade do cancer de préstata por
meio de dois protocolos (in vivo e in vitro) combinados.
2.2. Objetivos especificos
e Protocolo in vivo - associagdo do polimorfismo SNP Alal6Val-SOD2 com a
agressividade do cancer de prostata no momento do diagnostico.
e Protocolo in vitro- 2. Avaliar o efeito farmacologico no desbalanco da
superoxido-peroxido de hidrogénio em linhagem tumoral DU-145 de cancer de

prostata.
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3. ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES
O artigo intitulado, The effect of superoxide anion and hydrogen peroxide
imbalance on prostate cancer: an integrative in vivo and in vitro analysis, encontra-se no

ANEXO, de acordo com as normas de publicagdo da revista Medical Oncology.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados mostraram que portadores do alelo-V do polimorfismo
Alal6Val-SOD2 demostram maior agressividade tumoral, pois estes, apresentaram uma
classificagdo de Gleason >7 quando comparados com os do alelo-A. Ja que, quanto
maior for a classificagdo de Gleason pior ¢ o prognostico.

Também observamos, apesar das limitagdes, que a porfirina (mimética do
peroxido de hidrogénio-AA) conseguiu diminuir a proliferagio celular e
consequentemente inibir significativamente o ciclo celular na fase S. Ja o paraquat
(mimético do radical superdxido-VV) ndo causou nenhuma alteragdo significativa.
Esses resultados in vitro corroboram com nossos resultados in vivo. Pois, de acordo com
0 nosso estudo farmacologico o radical superdxido (VV) se mostrou mais agressivo, ja
que nao teve a capacidade de diminuir a proliferacdo nem inibir o ciclo celular.

Portanto, nossos resultados combinados confirmam a relevancia do desequilibrio
do superoxido-peroxido de hidrogénio em biologia celular no cancer de prostata e apoia
sugestoes anteriores que a alteracdo do estado redox pode ser explorada

terapeuticamente no tratamento desta neoplasia.
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Abstract The epidemiclogical impact of 30D2 imbal-
ance on proctate cancer {PC) rsk associsted with genetic
vatiations has previously been studied. However, we foand
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effect of the imbalance on PC proliferation ssing the DU-
145 PC cell line treated with paraquat and porphyrin. In de
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Introduction

Prosate cancer development and aggression have been
associatod with an increase in oxidative stress doe to an
imbalance in reactive oxygen species (ROS) [1, 2] The
celllar control of ROS invdves several mechanisms
imcluding an antioxidant system that inigally dismutates
supemxide anim into Wydrogen peroxide via superoxide
dizmutase (SOD) and camlyzes hydrogen peroxidase into
water via catalise (CAT) and glutathione poroxidase
{GPX). Funhermore, soperoxide dismutase enzyme man-
gancse-dependent (MnSOD or 50D2) dysfunction was
assnciated with risk of progate cancer development 2 well
& memstasis [3].

A nuclear gene produces this enryme, which only acts in
mitochondria [4]. Undestanding the mles of 50D2 in
cancer etiddogy has been approached by means of in vivo
and in vitro cancer risk and cancer progression smdies [5—
T} Although S0D2 has been considered a tumor suppres-
sof pro@in thet regulates cell death evens under centain
cicumsanoes, a chronic increase in SOD2 kevels can
irigger DNA damage due to overproduction of hydmgen
peroxide [8].

The epidemiclogical impact of SOD2 imbalace on
cancer prostate sk asocisted with genetic variatons hess
previously been saudied. A single nucleotide pobymorphism
{SNF) mesulting in a stroctural muotton fhat replaces a
thymine (T) with a cytosine (C) is the most ocommon
genefic variation found in de SOD2 gene (r=4880). This
nuclentide change msuls in the substimtion of valine by
alanine in codon 16, changing the valine amino acid ({GTT)
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Abstract The epidemiological impact of SOD2 imbal-
ance on prostate cancer (PC) risk associated with genetic
variations has previously been studied. However, we found
no previous studies clarifying the nature of SOD2 effects
on prostate cancer. Here, we performed integrated in vivo
and in vitro protocols that analyzed the association between
Alal6Val-SOD2 polymorphism and prostate cancer
aggressiveness at the time of diagnosis and evaluated the
effect of the imbalance on PC proliferation using the DU-
145 PC cell line treated with paraquat and porphyrin. In the
pharmacological model, paraquat was used to increase
superoxide anion levels and porphyrin was the SOD2
analog. The results confirmed the impact of superoxide—
hydrogen peroxide imbalance on PC cell biology since
porphyrin decreased cell proliferation and both treatments
modulated antioxidant genes. Therefore, our results cor-
roborate previous suggestions that alteration of redox status
could be exploited therapeutically in the treatment of PC.
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Introduction

Prostate cancer development and aggression have been
associated with an increase in oxidative stress due to an
imbalance in reactive oxygen species (ROS) [1, 2]. The
cellular control of ROS involves several mechanisms
including an antioxidant system that initially dismutates
superoxide anion into hydrogen peroxide via superoxide
dismutase (SOD) and catalyzes hydrogen peroxidase into
water via catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPX). Furthermore, superoxide dismutase enzyme man-
ganese-dependent (MnSOD or SOD2) dysfunction was
associated with risk of prostate cancer development as well
as metastasis [3].

A nuclear gene produces this enzyme, which only acts in
mitochondria [4]. Understanding the roles of SOD2 in
cancer etiology has been approached by means of in vivo
and in vitro cancer risk and cancer progression studies [5—
7]. Although SOD2 has been considered a tumor suppres-
sor protein that regulates cell death events under certain
circumstances, a chronic increase in SOD2 levels can
trigger DNA damage due to overproduction of hydrogen
peroxide [8].

The epidemiological impact of SOD2 imbalance on
cancer prostate risk associated with genetic variations has
previously been studied. A single nucleotide polymorphism
(SNP) resulting in a structural mutation that replaces a
thymine (T) with a cytosine (C) is the most common
genetic variation found in the SOD2 gene (rs4880). This
nucleotide change results in the substitution of valine by
alanine in codon 16, changing the valine amino acid (GTT)
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into alanine (GCT) [9, 10]. The polymorphism produces
three possible genotypes: AA, VV and AV. The SOD2
protein produced by the V-allele has a B-sheet secondary
structure, whereas the A-allele produces an a-helix protein
structure. The A-SOD?2 protein is able to quickly transverse
mitochondrial membranes, whereas V-SOD?2 is partially
arrested in these membranes. An investigation performed
by Sutton et al. [10] showed that A-SOD2 precursors
generate 30-40 % more of the active, matricial, processed
SOD2 homotetramer than V-SOD2 precursors.

Several studies have suggested that the A-allele or
genotype represents an increased risk of prostate cancer
development [11-14], whereas other studies found no
association. The potential influence of the Alal6Val-SOD2
polymorphism on prostate cancer aggressiveness is also
controversial. A review performed by Bresciani et al. [8]
suggested that the conflicting data may be due to interve-
nient environmental or ethnic variables that influence the
prostate risk of this polymorphism [15].

A recent investigation performed by Margalit et al. [16]
suggested an association between three SOD2 polymor-
phisms (rs6917589; rs2758331 and rs4880) and death from
prostate cancer or distant metastasis. However, other
studies such as that performed by Duan et al. [17] suggest
that SOD2 has an important tumor suppressor role in
prostate cancer and could be used as genetic therapy in the
treatment of human prostate cancer. Despite the above,
there has been no integrated in vivo and in vitro study to
clarify the effect of SOD2 on prostate cancer. Therefore,
we performed an integrated investigation that initially
analyzed the potential in vivo association between the
Alal6Val-SOD2 polymorphism and prostate cancer
aggressiveness at the time of diagnosis. A second in vitro
study was performed to investigate the impact of SOD2
imbalance on prostate cancer proliferation using the DU-
145 prostate cancer cell line, which was cultured under a
superoxide anion—hydrogen peroxide imbalance in order to
create some similarity potentially observed in AA and VV-
SOD2 genotypes. This involved developing a pharmaco-
logical in vitro model using paraquat and porphyrin treat-
ment. Paraquat is an organic compound that interferes with
electron transfer by reduction of electron donors such as
NADPH in the mitochondria, thus increasing superoxide
anion levels [18], and porphyrin is a SOD2 mimic [19].

Materials and methods
In vivo analysis
Initially we conducted a case—control study that evaluated

the association between Alal6Val-SOD2 polymorphism
and prostate cancer. A total of 305 subjects (249 healthy
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controls and 56 patients) were selected from Sao Lucas
Hospital, Porto Alegre, Brazil. All patients were >50 years
old and Caucasians. The inclusion criteria included patients
with a pathological diagnosis of prostatic adenocarcinoma.
Other types of neoplasia were excluded, as well as dys-
function that could influence the results. Prostate cancer
was classified by stage using the American Joint Com-
mittee on Cancer tumor—-nodes—metastasis (TNM) staging
manual [20] and by grade using Gleason score at diagnosis.
‘Early stage’ cases were those that were apparently organ
confined with no involvement of the seminal vesicle (T1 or
T2 or T3a and NOMO stage), whereas ‘advanced-stage’
cases were those with local spread to the seminal vesicle
and beyond (T3c or T4 and NOMO, any T and N (1-3) or
any T and M1 stage). Tumors with Gleason score <7 were
classified as ‘well to moderately well differentiated,’
whereas those with a Gleason score >7 were classified as
‘poorly differentiated.” Finally, tumor aggressiveness was
defined based on a combination of stage and Gleason
grade: Apparently organ-confined tumors or those with a
Gleason score <7 were defined as ‘less aggressive’; tumors
with advanced stage or Gleason score >7 were defined as
‘more aggressive.” The Gleason stages were compared
among subjects with different Alal6Val-SOD2 genotypes.
The study protocol was approved by the Institutional Ethics
Committees of all relevant institutions, and informed
consent was obtained from all individuals whose infor-
mation was collected prospectively.

Alal6Val-SOD2 polymorphism genotyping

Blood samples were collected from subjects by venipuncture,
and Alal6Val-SOD2 genotyping was determined by poly-
merase chain reaction using a direct total blood cell sample
and Tetra-Primer ARMS-PCR assay as described by Barbisan
et al. [21] with slight modifications. Briefly, two primer pairs
were used to amplify and determine the genotype of a DNA
fragment containing the Alal6Val SNP in the human SOD2
sequence. The 3’-end of the allele-specific primers is under-
lined F1 (forward) 5'-CACCAGCACTAGCAGCATGT-3;
F2 (forward) 5'-GCAGGCAGCTGGCTaCGGT-3'; R1 (re-
verse) 5-ACGCCTCCTGGTACTTCTCC-3’; R2 (reverse)
5'-CCTGGAGCCCAGATACCCtAAAG-3'. Underlined
lowercase bases indicate the introduced mismatches. The
PCR reaction was carried out in a total volume of 40 pL
containing 2040 ng of genomic DNA as the template,
0.5 uM of each primer, 100 uM of each dNTP, 1.25 mM of
MgCl,, PCR buffer (20 mM Tris—HCI (pH 8.4), 50 mM
KCl), 5 % dimethyl sulfoxide (DMSO), and 1.25 units of
DNA polymerase. The PCR amplification was carried out
with an initial denaturation at 94 °C for 7 min, followed by 35
cycles of 60 s of denaturation at 94 °C, 20 s of annealing at
60 °C, and 30 s of extension at 72 °C, and an additional 7 min
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of extension at 72 °C at the end of the final cycle. A 20-uL
aliquot of the PCR product was mixed with 2 pL of loading
buffer and resolved by electrophoresisina 1.5 % agarose gel.
This procedure resulted in three bands in heterozygotes (514,
366, and 189 bp) and two bands in homozygotes (Val/Val
resulting in bands of 514 and 189 bp, and Ala/Ala resulting in
bands of 514 and 366 bp).

In vitro protocol

Since the superoxide-hydrogen peroxide balance can be
influenced by several environmental factors, an in vitro
protocol was designed to test the effect of superoxide—
hydrogen peroxide imbalance on prostate cancer cell pro-
liferation. To perform this protocol, the DU-145 prostate
cancer cell line was exposed to paraquat, which generates
high levels of superoxide anion, and porphyrin, which
mimics the SOD2 enzyme. As these molecules are cyto-
toxic depending on their concentrations, their effect on
prostate cancer viability was initially determined using
several concentrations of paraquat and porphyrin. Based on
the results obtained, the concentrations of paraquat and
porphyrin that positively modulated the cancer cells by
increasing their viability when compared to the control
group were used to test the effect on cell proliferation. To
confirm that these concentrations caused oxidative imbal-
ance in prostate cancer cells, we performed complementary
assays that evaluated the levels of ROS, protein carbony-
lation, lipoperoxidation, and DNA damage.

Cell culture conditions

The DU 145 human prostate adenocarcinoma cell line was
purchased from the American Type Culture Collection
(Bethesda, MD). Cells were grown as monolayers in
DMEM with 10 % fetal bovine serum and 1 % penicillin/
streptomycin and amphotericin B. The cells were cultured
at 37 °C with 5 % CO, and were expanded by obtaining
the optimal amount for the experiments. Culture tubes for
each subject were prepared at a final concentration of
1 x 10° cells/mL. After cell attachment, the cultures were
treated with paraquat and porphyrin. The cells were then
incubated at 37 °C in a humidified atmosphere with 5 %
CO, for 6, 24 and 72 h for the assays.

Cell viability and proliferation assays

Cell viability after 24-h exposure to paraquat and porphyrin
and cell proliferation after 72 h of exposure were analyzed
by the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenylte-
trazolium bromide) reduction assay as described by Bar-
bisan et al. [21]. Briefly, treated cells were incubated for
1 h with MTT reagent at 37 °C. After dissolving the

formazan salt in DMSO (dimethyl sulfoxide), the absor-
bance was measured at 560 nm. The MTT assay was per-
formed using a 96-well plate in three independent
replications. One complementary analysis was performed
to confirm the effect of paraquat and porphyrin on cell
viability: quantification of free double-stranded DNA
(dsDNA) picogreen as described by Cadona et al. [23]. The
results were expressed as a percentage of the untreated
control values.

Oxidative assays

In order to confirm that porphyrin and paraquat at non-
lethal concentrations cause changes in the oxidative and
antioxidative status of cancer cells after 6-h exposure, we
analyzed the followed variables: superoxide, nitric oxide,
ROS and lipoperoxidation by spectrophotometry and flu-
orimetry; quantification of DNA damage by determination
of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG); and antioxi-
dant enzyme levels (SOD1, SOD2, catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPX) using competitive enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kits. Superoxide
levels were measured according to Spitz and Oberley [24],
and this methodology was used to evaluate the antioxidant
activity of SOD and its isoforms. It is based on indirect
measurement of the SOD activity involving competition
between the enzyme and an indicator substance for
superoxide radicals (O3 "), NBT (nitro blue tetrazolium).
This evaluation uses xanthine oxidase and a superoxide
source, which reduces the NBT to formazan blue. Thus the
higher the SOD activity in the tissue or sample analyzed,
the lower the absorbance, i.e., less NBT is reduced by the
superoxide formed. Nitric oxide levels were determined
according to Choi et al. [25]. The ROS level was deter-
mined using the non-fluorescent cell permeating compound
2'-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) assay. In this
technique, the DCFDA is hydrolyzed by intracellular
esterases to DCFH, which is trapped within the cell. This
non-fluorescent molecule is then oxidized to fluorescent
dichlorofluorescein (DCF) by cellular oxidants. After the
designated treatment time, the cells were treated with
DCFDA (10 uM) for 60 min at 37 °C. In the assay,
1 x 10° cells from each sample were used to measured
ROS levels [15]. The fluorescence was measured at an
excitation of 488 nm and an emission of 525 nm, and the
results were expressed as picomoles/mL of 2’,7'-dichlo-
rofluorescein (DCF) produced from 2',7’-dichlorofluorescin
in reaction with ROS molecules present in the samples.
Lipoperoxidation was determined by quantification of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) according
to the modified method of Jentzsch et al. [26]. The car-
bonylation of serum proteins was determined by the Levine
et al. [27] method with modifications. Quantification of
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8-0x0-dG was performed using an ELISA kit (Oxis Health
Products Inc., Portland-OR, USA) following the manu-
facturer’s instructions. Quantification was performed in a
96-well microplate, using a standard curve made by plot-
ting absorbance versus log of concentration read at
450 nm. Antioxidant enzymes were determined by ELISA
using kits produced by ABCAN (Cambridge, UK), fol-
lowing the manufacturer’s instructions. Test sensitivity and
absorbance readings were as follows: SOD1 = 0.1 ng/ml,
600 nm; SOD2 = 4 ng/ml, 600 nm; CAT = 4 ng/ml,
450 nm; and GPX = 0.5 mU/ml, 340 nm.

Cell cycle analysis by flow cytometry

To confirm the effect of paraquat and porphyrin on prostate
cancer cell proliferation, an analysis of cell cycle after 72 h
exposure was performed by flow cytometry using propid-
ium iodide (PI) dye. The cell cycle analysis [28] was
performed using flow cytometry after 72 h of DU145
treatment with paraquat and porphyrin. The PI reagent
binds to DNA by intercalating between the bases with little
or no sequence preference. PI also binds to RNA, neces-
sitating treatment with nucleases to distinguish between
RNA and DNA staining. Cells were seeded in 24-well
plates at 1 x 10> cells per well in 2 mL of the different
treatments in DMEM and incubated for 72 h. Following
incubation, the cells were trypsinized, washed with PBS,
and resuspended in 70 % ethanol (by vortexing) at —20 °C
overnight. Prior to analysis, the cells were centrifuged and
washed once with PBS, after which the cells were resus-
pended in 500 pl Pl-solution in PBS (50 pg/ml PI from
50x stock solution (2.5 mg/ml), 0.1 mg/ml RNase A,
0.05 % Triton X-100), and incubated for 40 min at 37 °C.
Finally, 3 ml of PBS was added for washing and the cells
were then resuspended in 500 pl PBS for flow analysis.

mRNA expression analysis by quantitative QT-PCR
assay of genes

The effect of paraquat and porphyrin on antioxidant
enzyme genes (SOD1, SOD2, CAT and GPX) as well as
four genes related to cell proliferative modulation (Bcl-2,
BAX, Caspase 3, and Caspase 8) were analyzed by QT-
PCR assay as previously described in Barbisan et al. [21].
Total RNA was isolated using TRIzol reagent. RNA yields
were measured using a Nanodrop 2000 spectrophotometer.
First-strand cDNA was synthesized from total RNA (2 pg)
using a First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit and oligo dT
primers. Q-PCR was performed in a 20-pl reaction that
contained 1 pl of the cDNA and 12.5 pL of 2X Quan-
tiFastSYBR Green PCR Master Mix, 3.9 pL of Rnase-free
water, and 1 pM of the primers, and the following PCR
parameters: PCR initial activation step 95 °C for 5 min
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followed by 40 cycles of 95 °C for 10 s, 60 °C for 30 s
followed by a melt curve of 60-90 °C in 0.5 °C increments
for 5 s. The expression level of beta-actin was used as an
internal control. The relative expression was calculated
using the comparative Ct and was expressed as the fold
expression compared to the control. The specific primer
pairs for the antioxidant enzyme genes used in this study
were:

SOD1 = forward GCACACTGGTGGTCCATGAA and
reverse ACACCACAAGCCAAACGACTT; SOD2 = for-
ward GCCCTGGAACCTCACATCAA and reverse GGTA
CTTCTCCTCGGTGACGTT; CAT = forward GATAGC
CTTCGACCCAAGCA and reverse ATGGCGGTGAGTG
TCAGGAT; GPX = forward GGTTTTCATCTATGAGG
GTGTTTCC and reverse GCCTTGGTCTGGCAGAGAC
T;:BAX = forward = CCCTTTTCTACTTTGCCAGCAA
and reverse CCCGGAGGAAGTCCAATGT;Bcl-2 = for-
ward GAGGATTGTGGCCTTCTTTGAGT; reverse AGT-
CATCCACAGGGCGATGT; CASP3 = forward TTTGAG
CCTGAGCAGAGACATG and reverse TACCAGT GCGT
ATGGAGAAATGG; CASP 8 = forward AGGAGCTGCT
CTTCCGAATT and reverse CCCTGCCTGGTGTCTGAA
GT.

Statistical analysis

Statistical software (SPSS 11.0, Chicago, USA) was used
to analyze the in vivo data. Student’s t test was used to
compare quantitative baseline variables between case and
control subjects. The allele frequencies were estimated by
the gene-counting method. Chi-square (%2) analysis was
used to estimate the Hardy—Weinberg equilibrium. The
allelic and genotype frequencies as well as the frequency of
Gleason levels were compared among groups using Chi-
square or the Fisher’s exact test. In the in vitro protocols,
the statistical analyses were carried out using Graph Pad
Prism 5 software, and the results were expressed as the
mean =+ standard deviation (SD). Comparison of all groups
was performed using two-way analysis of variance fol-
lowed by post hoc Tukey’s or Dunnet’s tests. All p values
were two-tailed. The alpha value was set to <0.05, indi-
cating statistical relevance.

Results

Characteristic baselines and Alal6Val-SOD2 genotype
frequencies are shown in Table 1. Mean age was similar in
the control and prostate cancer groups, and as expected
PSA values were higher in prostate cancer subjects. The
genetic frequencies of Alal6Val-SOD2 polymorphism
were in Hardy—Weinberg equilibrium. Allele frequencies
were A = 0.804 and V = 0.196 in the control group and
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Table 1 Baseline . "
characteristics and Alal6Val- Variables Controls Prostate cancer p
SOD2 genetic frequencies of Age (years, mean + SD) 64.27 + 7.79 66.47 + 7.75 0.12
controls and prostate cancer
subjects PSA levels (ng/dL, mean + SD) 1.76 £ 1.34 21.54 + 45.99 0.03
Genotype n (%)
AA 18 (7.2) 13 (18.6) 0.01
\'A% 66 (26.8) 15 (21.4)
AV 165 (66.0) 28 (60.0)
* SD standard deviation; * statistical test: Chi square, as considered significant p < 0.05
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Fig. 1 Gleason score comparison between AA and V-carriers of 0l
Alal6Val-SOD2 polymorphism affected by prostate cancer 000104 1 3 10100 0 00104 1 3 10 100

A =0.771 and V = 0.228 in the prostate cancer group.
Comparison between genotypes showed a higher frequency
of the AA allele in prostate cancer subjects when compared
to control subjects.

However, when tumoral aggressiveness at the time of
diagnosis was evaluated, V-carriers presented higher
Gleason scores than AA subjects (Fig. 1). Twelve percent
of VV patients and 10 % of AV patients presented higher
Gleason scores (>7), whereas no AA patients presented
higher Gleason scores (p = 0.02).

A second approach described in the present investiga-
tion evaluated the effect of superoxide anion and hydrogen
peroxide imbalance in the DU-145 prostate cancer cell line
caused by exposure to a range of concentrations of para-
quat and porphyrin (Fig. 2).

Lower paraquat doses significantly increased cell via-
bility when compared to the control group, whereas doses
>1 uM caused extensive mortality after 24 h exposure. In
contrast, porphyrin was not toxic to prostate cancer cells,
but increased cell viability when compared to the control
group at 100 uM. For this reason, the effect of paraquat
and porphyrin on cancer cell proliferation was tested at
>0.1 and >100 pM, respectively, since these concentra-
tions increased viability by around 1 % in relation to the
control group.

The expression of four genes associated with the trig-
gering of apoptosis was also analyzed, and the results are
shown in Fig. 3. Porphyrin treatment upregulated all genes

(Concentrations pM)

Fig. 2 Effect of paraquat and porphyrin on viability of DU-145
prostate cancer cells. The data are presented as % of untreated control
group. Statistical comparison was performed by analysis of variance
followed by Tukey’s test. Different letters indicate statistical differ-
ences at p < 0.05

3 Control
Il Paraquat
B Porphyrin

Gene expression
(Beta-actin normalized)

CASP 3 CASP 8 BAX Bcl-2

Fig. 3 Comparison of expression of four genes associated with
apoptosis pathway among control and treated (paraquat, 0.1 uM;
porphyrin, 100 uM) DU-145 prostate cancer cells after 6-h exposure.
Statistical comparison was performed by analysis of variance
followed by Dunnet’s test. Statistical differences **p < 0.01;
*kp < 0.001

evaluated, including the anti-apoptotic Bcl-2 gene. The
opposite was observed in cells exposed to paraquat, with
the downregulation of all genes tested.

@ Springer



251 Page 6 of 10

Med Oncol (2015)32:251

Oxidative variables evaluated in cells exposed to
0.1 pM paraquat and 100 pM porphyrin confirmed that
these concentrations caused an imbalance in the oxidative
status of prostate cancer cells (Fig. 4). Both treatments
significantly increased superoxide levels when compared to
the control group (p = 0.01), but only paraquat caused a
decrease in nitric oxide levels (p = 0.01). ROS levels and
dsDNA levels did not differ from the control group.
However, protein carbonylation and DNA damage were
higher in the paraquat-treated cells followed by porphyrin-
treated cells when compared to levels found in untreated
prostate cancer cells.

Treatments also significantly reduced the activity of
antioxidant enzymes when compared to untreated prostate
cancer cells. This effect was stronger in cells treated with
porphyrin than with paraquat. A complementary analysis
showed that both treatments trigger the modulation of gene
expression of these enzymes (Fig. 5).

200
175 4
150 4
125 4
100 4
754
50 4
254

Superoxide levels
{% of control group)

Control Paraquat Porphyrin

200
175
150
125
100 —I1—
75
50
25

ROS (% of control)

Control Paraquat Porphyrin

250 - e
225
200
175 4
150 4
125 4
100

754

50 -

Protein carborylation
(% control)

Control

Paraquat

Porphyrin
Fig. 4 Comparison of oxidative variables in control and treated

(paraquat, 0.1 uM; porphyrin, 100 pM) DU-145 prostate cancer cells
after 6-h exposure. The data are presented as % of untreated control
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Both treatments caused differential antioxidant gene
modulation. Porphyrin induced SODI1, SOD2, and CAT
upregulation as well as downregulation of GPX. On the
other hand, paraquat had no effect on SOD1 gene expres-
sion, but induced significant downregulation of other
antioxidant enzyme genes.

Given these results, the effect of oxidative imbalance on
prostate cancer cell proliferation was evaluated after 72 h
exposure. Porphyrin at 100 uM significantly decreased cell
proliferation (p = 0.001) when compared to the control
group. However, this effect was not observed in cells treated
with >0.1 pM paraquat (Fig. 6). The cell cycle was ana-
lyzed by flow cytometry, showing that porphyrin treatment
caused a significant increase in cells in the S/M cycle phases
when compared to the control group (p = 0.02). The
number of cells marked by PI was lower in porphyrin-
treated cells when compared to the control group. This
effect was not observed in cells treated with paraquat.
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group. Statistical comparison was performed by analysis of variance
followed by Dunnet’s test. Statistical differences **p < 0.01;
*kp < 0.001
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Discussion

In the present investigation, we investigated whether the
superoxide anion—-hydrogen peroxide imbalance associated
with Alal6Val-SOD2 SNP could be associated with pros-
tate cancer using two integrated approaches. In the first
analysis, we found an association between a higher risk of
prostate cancer and the AA genotype. However, a second
analysis showed an association with V-allele carriers and
aggressive prostate cancer at the time of diagnosis. These
two results suggest a dual role of SOD2 modulation in
cancer biology, corroborating a previous investigation
performed by Bica et al. [12] that described an association
between AA and breast cancer risk and VV and cancer
aggressiveness.

Some meta-analyses have suggested that the association
between prostate cancer and Alal6Val-SOD2 is

controversial: As some studies have found an association
between prostate cancer and Alal6Val-SOD2 SNP [13-29],
whereas others have not [30]. On the other hand, when we
analyzed the aggressiveness of prostate cancer at diagnosis,
we found that carriers of V-alleles (VV and AV genotypes)
presented higher Gleason scores than AA patients. Ergen et al.
[31] investigated Turkish patients and found an association
between the AA genotype and risk of prostate cancer, but no
association between aggressive prostate cancer determined by
the Gleason score and Alal6Val-SOD2 SNP.

These contradictory data may be due to the strong
influence of environmental factors such as nutrition and
physical activity as well as ethnic origin, as described in a
review performed by Bresciani et al. [8]. For example, the
investigation performed by Mikhak et al. [32] found no
general association between this polymorphism and
aggressive prostate cancer risk. However, male carriers’ of
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Fig. 6 Cellular proliferation (a) and representative results of cell cycle analyzed by flow cytometry (b) with propidium iodide after 72-h
exposure to paraquat (0.1 uM) and porphyrin (100 pM). The median frequencies are presented for the main parts of the cell cycle

the AA genotype who had low long-term lycopene status
presented higher aggressive prostate cancer risk than men
who habitually consumed vegetables rich in antioxidant
molecules.

Although we found no direct association between dif-
ferential modulation of SOD2 related to genetic polymor-
phism and prostate cancer, we consider that investigating
the role of SOD2 in prostate cancer is very important
because it may be related to the prognosis and therapeutic
management of this cancer. This premise is based on the
well-known role of oxidative metabolism in carcinogenesis
during tumor initiation, neoangiogenesis, and cell prolif-
eration, which several studies have indicated involves
alterations in SOD2 enzyme activity [5].

However, due to its high sensitivity to environmental
and genetic variables, it is difficult to estimate the actual
impact of SOD2 imbalance on prostate cancer cells. For
this reason, we developed an in vitro experimental assay
that investigated the role of SOD2 imbalance (pharmaco-
logically caused by exposure to paraquat and porphyrin) in
DU-145 cells, a prostate cancer cell line. Despite the
methodological limitations potentially associated with the
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in vitro protocol and with the drugs used as the superoxide
anion donor and to increase the concentration of SOD2
activity, our results suggested that SOD2 imbalance influ-
ences prostate cancer cell proliferation. The reduction in
cancer cell proliferation caused by porphyrin exposure
(which generated a cellular environment with higher SOD2
activity than in the control group) was more intense than
that caused by paraquat. Cytometry flow analysis con-
firmed that porphyrin was able to inhibit the cell cycle
mainly in the S phase, when compared to the control group.

Although previous studies have shown the role of SOD2
in cancer [5-7, 33], to the best of our knowledge, our
investigation is the first to show the relevance of SOD2
imbalance in cancer risk and progression using concomi-
tant in vivo and in vitro approaches.

The role of SOD2 in prostate cancer appears to be
complex and is linked with other molecules related to
cellular oxidative status. This premise is based on a recent
investigation that showed discordant levels of antioxidant
proteins and their enzymatic activities in prostate cancer
tissues that probably contribute to the redox imbalance
observed during prostate cancer progression [33]. In terms
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of SOD2, the authors reported that whereas SOD2 enzyme
activity was significantly increased in cancer prostate tis-
sues with higher Gleason scores, the protein levels were
lower. This discordance in the SOD2 protein/enzyme levels
could be due to inactivation of SOD2 protein or post-
translational modifications of tyrosine and lysine by nitra-
tion or by gene methylation. Among the proposed
mechanisms for how alterations in intra- and extra-cellular
redox states can induce prostate cancer progression,
Chaiswing et al. [3] suggested that in high-grade cancer the
SOD2 becomes non-functional and the increase in super-
oxide levels induces cancer progression. However, they did
not explore the possible effect of superoxide imbalance on
prostate cancer progression due to modulation of antioxi-
dant gene expression. We analyzed this issue here,
observing that when paraquat was added to prostate cancer
cell cultures the SOD2 and CAT genes were downregu-
lated, whereas the GPX gene was upregulated. In contrast,
porphyrin upregulated all antioxidant genes with the
exception of GPX. Despite this differential gene regulation,
only porphyrin decreased prostate cancer cell proliferation,
and paraquat did not alter this important parameter.

The combined results confirm the relevance of super-
oxide-hydrogen peroxide imbalance in prostate cancer cell
biology and support previous suggestions that alteration of
redox status could be exploited therapeutically in the
treatment of prostate cancer. Nutritional supplementation
during or after prostate cancer treatment cannot be ruled
out and should be investigated in pre-clinical and clinical
studies.
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