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Resumo

O antigeno prostatico especifico (PSA) ndo ¢ capaz de distinguir os diversos com-
portamentos do cancer de prostata (CaP), apresentando limitagdes no seguimento dos
pacientes tanto com quadro localizado quanto metastatico. A pesquisa de novos marca-
dores ¢ importante para evitar tratamentos desnecessarios e prever o curso da doencga.
Com a descoberta e desenvolvimento da pesquisa de células tumorais circulantes (CTCs),
uma nova ferramenta de monitoramento e progndstico podera ser utilizada. Este estudo
realiza uma analise através da citometria de fluxo da co-marcagdo do aptamero A4, oligo-
nucleotideo de RNA ligante especifico da linhagem PC3 do CaP e a molécula de adesdo
celular epitelial (EpCAM), para a identificacdo de CTC nas populacdes de granulocitos
e leucdcitos em amostras de sangue periférico de pacientes durante e apds tratamento.
A finalidade ¢ aumentar a acuracia no monitoramento do CaP. Os testes porcentagens
de granulécitos CD45-EpCAM+ e leucocitos A4+CD45-EpCAM+, bem como MFI de
A4 em granulécitos A4+CD45-EpCAM+ apresentaram elevada acuricia no diagnostico
e monitoramento do CaP. Apenas a porcentagem de granulocitos CD45-EpCAM+ teve
correlagdo com a dosagem de PSA total, em uma relagdo inversa, considerando p < 0,05.
Cada teste detectou CTCs em mais da metade dos pacientes, mesmo praticamente todos
considerados com doenca controlada. Assim, as co-marcag¢des sugeridas mostraram-se

promissoras no monitoramento do CaP.

Palavras-chave: Cancer de prostata. Aptamero. EpCAM. Citometria de fluxo. Células

tumorais circulantes. Intensidade média de fluorescéncia.



Abstract

The prostate-specific antigen (PSA) is not able to differentiate indolent from aggres-
sive cases of prostate cancer (CaP),presenting limitations in the follow-up for localized
and metastatic neoplasia. The search for new markers is important to avoid unnecessary
treatments and predict the course of the disease. With the discovery and development
of the research of circulating tumor cells (CTCs), a new monitoring and prognostic tool
could be used. This study describes an analysis using the flow cytometry of the aptamer
A4 marking, PCP-specific PC3 ligand RNA oligonucleotide and the epithelial cell adhe-
sion molecule (EpCAM) commonly present in tumor cells , for the detection of CTC in
populations of granulocytes and leukocytes in peripheral blood samples. The purpose of
this work is to increase accuracy in prostate cancer monitoring based on detection of CTCs
by the aptamer A4, EpCAM marking and CD45 negative marking by flow cytometry in
patients with CaP during or after treatment. The percentages of CD45-EpCAM+ granu-
locytes and A4+CD45-EpCAM+ leukocytes as well as A4 MFI in A4+CD45-EpCAM+
granulocytes were highly accurate in the diagnosis of prostate cancer. Only the percen-
tage of CD45-EpCAM+ granulocytes had a correlation with the total PSA dosage, in an
inverse relation, considering p<0.05. Each test detected CTCs in more than half of the
patients, even with almost all subjects presenting controlled disease. Thus, the suggested

co-marking was promising in the monitoring of CaP.

Keywords: Prostate cancer. Aptamer. EpCAM. Flow cytometry. Circulating tumor

cells. Average fluorescence intensity.
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Capitulo

Introducao

Cancer de prostata (CaP) ¢ uma doenga heterogénea que pode manifestar de forma
indolente ou agressiva, associado a metdstases dsseas ou para outros 6rgaos, situagao
que resulta em elevada morbimortalidade (LEON-MATEOS et al., 2016). No Brasil, ¢
a segunda neoplasia mais comum entre os homens, atras apenas do cancer cutdneo nao
melanoma (INCA - Brasil, 2016). Em valores absolutos ¢ o sexto tipo mais comum no
mundo e o mais prevalente no sexo masculino, representando cerca de 10% do total de
tumores. Em cada ano no bié€nio 2018-2019 estima-se 68.220 novos casos no territorio
nacional sendo que, em 2015, 14.484 mortes foram a ele relacionadas (INCA - Brasil,
2016). Nesse mesmo ano, nos Estados Unidos, surgiram mais de 180 mil casos com
aproximadamente 27 mil 6bitos (Centers for Disease Control and Prevention and others,
2018).

O diagnostico do CaP era realizado na maioria dos casos em estagios mais avancados,
uma vez que em sua fase inicial ndo causa sinais ou sintomas. No entanto, com o advento
do antigeno prostatico especifico (PSA), na década de 90, houve uma mudanca no perfil
de diagndstico da doenca, a qual passou a ser detectada e catalogada, entdo, em fases
mais precoces (SHAO et al., 2009).

O PSA foi aprovado em 1994 pelo Food and drug administration (FDA) como mar-
cador diagndstico e ¢ atualmente o mais utilizado no mundo. Embora seja usado na
triagem do CaP, ¢ expresso por células do epitélio glandular normal e neoplasico, assim,
ndo se trata de uma molécula cancer especifico. A concentracdo sanguinea do antigeno
pode apresentar elevacdo em doengas ndo oncologicas como Hiperplasia prostatica be-
nigna (HPB), prostatite e infartos prostaticos (QASEEM et al., 2013). Isso resultou em
um aumento nas biopsias desnecessdrias e, consequentemente, na detec¢ao de grande nu-
mero de neoplasias indolentes que poderiam nunca se tornar clinicamente significativas,
as quais correspondem a 40 a 60% dos casos diagnosticados (QASEEM et al., 2013).

Os niveis do PSA podem ser similares tanto nos casos sem significancia clinica quanto
nos agressivos e, geralmente, ndo indicam adequadamente a resposta do paciente a um
determinado tratamento proposto (LEON-MATEOS et al., 2016). O maior desafio na
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pratica ¢ a inabilidade dos atuais testes diagnosticos, incluindo PSA, em distinguir os
diversos comportamentos da doenga (DIJKSTRA et al., 2012). A pesquisa de novos
biomarcadores de progressao e presen¢a do tumor sao importantes para evitar tratamentos
desnecessarios, prever o curso da doenga e desenvolver terapia mais eficaz (SAINI, 2016).

Recentemente foi desenvolvida a bidpsia liquida no Cancer de prostata metastatico re-
sistente a castragdo (mCRPC). Trata-se da detec¢ao de Célula tumoral circulante (CTC)s
no sangue periférico através da Molécula de adesdo celular epitelial (EpCAM), cujo Gnico
sistema aprovado pelo FDA na pratica clinica ¢ o CellSearch. Tanto no tumor primario
quanto no foco metastatico, algumas células neopldsicas sofrem um processo de trans-
formacdo molecular e invadem a corrente sanguinea. A partir dai podem ser captura-
das e fornecer informag¢des importantes acerca do diagndstico, progndstico e tratamento
(KOZMINSKY et al., 2019). Um dos alvos estudados ¢ o EpCAM, uma glicoproteina
transmembrana tipo I, expressa em células epiteliais normais, mas principalmente nos
carcinomas de diferentes sitios primarios, dentre eles o de prostata (SPIZZO et al., 2011).
Na maioria dos tumores sua presenca se correlaciona com pior sobrevida global, mau
prognostico e maior risco de recorréncia (IMRICH; HACHMEISTER; GIRES, 2012).

Aptamero ¢ um oligonucleotideo capaz de se ligar a um determinado alvo, andlogo ao
anticorpo monoclonal, porém com algumas possiveis vantagens em relagdo a ele. Varios
aptameros de acido ribonucleico (RNA), ligantes de células da linhagem neoplasica PC-3
do Cancer de prostata (CaP), foram isolados a partir de uma biblioteca de material gené-
tico, através do método de Evolucao sistematica de ligantes por enriquecimento (SELEX).
As células foram cultivadas em meio tridimensional por levitagdo magnética o que permi-
tiu melhor representagdo da arquitetura celular in vivo. A associagdo desses dois métodos
resultou na metodologia 3D Cell SELEX, a partir da qual, diferentes sequéncias de nu-
cleotideos foram selecionadas (SOUZA et al., 2015).

Dentre todas as moléculas estudadas, o aptdmero A4 foi o que apresentou as melhores
caracteristicas e alta detec¢do de CTC em amostras de pacientes com CaP, tanto em
virgens de tratamento quanto naqueles sob diferentes regimes terapéuticos (OLIVEIRA
etal., 2017).
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1.1 Objetivos da Pesquisa
J Objetivo geral:

— Aumentar a acuracia diagnostica e de monitoramento do cancer de prostata

através da deteccdo de células tumorais circulantes.
J Objetivos especificos:

— Avaliar a detec¢do de células tumorais circulantes por citometria de fluxo atra-
vés da co-marcacdo com o anticorpo anti-EpCAM e o aptamero A4, incluindo

a marcagao negativa com Antigeno comum de leucécitos (CD45).

— Comparar o desempenho da co-marcagdo, incluindo a marcagdo negativa com
CD45, com a dosagem de PSA.

— Comparar o desempenho da co-marcagdo - incluindo a marcacdo negativa com
CD45 - com a marcagdo apenas do anticorpo anti-EpCAM e a marcacao nega-

tiva com CD45, similar ao sistema CellSearch.
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Diferentes teorias tentam explicar a origem das metastases (SEYFRIED; HUY SEN-
TRUYT, 2013). Uma subpopulacdo de células do tumor primario sofre um processo
conhecido como Transi¢do epitelial mesenquimal (EMT) no qual, ap6s um acumulo gra-
dual de mutagdes genéticas, perde marcadores epiteliais e ganha atributos mesenquimais.
Desenvolve-se, entdo, fendtipo de indiferenciagdo celular, adquire maior motilidade ao
perder moléculas de adesdao e amplia a capacidade de invasdo vascular e tecidual. As
células que caem na corrente sanguinea sdo chamadas de tumorais circulantes e, ap6s in-
filtrarem o 6rgdo-alvo, sofrem o processo reverso e readquirem a capacidade proliferativa
(PANTELEAKOU et al., 2009).

Uma outra hipotese sugere que as CTCs se originem de precursores da linhagem
mieldide ou de células hibridas resultantes da fusdo entre macrofagos e Célula tronco
tumoral (CTT)s. Uma quantidade consideravel de macrofagos esta presente no estroma
tumoral e leva a angiogénese e inflamacgao local, favorecendo a emissdao de metastases,
além de auxiliar na progressdo e desenvolvimento da neoplasia. Sabe-se que também
apresentam caracteristicas semelhantes aos implantes secundarios como poder de inva-
sdo tecidual, liberacdo de fatores angiogénicos e capacidade de sobreviver em ambientes
hipoxémicos (SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013). Assim, algumas caracteristicas mor-
fologicas de células da linhagem mieldéide como tamanho e granulosidade se assemelhariam
as CTC, auxiliando na deteccdo de das mesmas.

As CTCs migram do sitio primario ou secundario, semeiam lesdes a distancia e sdo
as responsaveis pela disseminagdo neopldsica. Sdo caracterizadas pela presenga de mar-
cadores epiteliais em suas superficies, no entanto, podem apresentar, ainda, antigenos
mesenquimais ou de células tronco, exemplificando uma plasticidade epitelial (BITTING
et al., 2015). Quando presentes na corrente sanguinea sugerem a presen¢a de micrometas-
tases as quais, se descobertas antes do tratamento, indicam a possibilidade de recorréncia
(CEGAN et al., 2017). Apesar de milhares de células cairem na circulagdo diariamente,
menos de 0.01% sdo capazes de gerar lesdes secunddrias, caracterizando um processo
ineficiente (VALASTYAN; WEINBERG, 2011).
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A detec¢ao de CTC no sangue periférico, também conhecida como biopsia liquida,
possibilita a extragdo de informagdes relevantes em tempo real e sequencial acerca do
diagnostico, progressao tumoral, progndstico, risco de recidiva e resposta a diferentes tra-
tamentos propostos (IMRICH; HACHMEISTER; GIRES, 2012). Niveis elevados indicam
desenvolvimento da doenca e pior sobrevida global. Mudangas nos valores das CTCs
precedem oscilacdo dos valores do Antigeno especifico prostatico (PSA) e sugere uma
importancia ainda maior no monitoramento do CaP. (LEON-MATEOS et al., 2016).

Apos tratamento do CaP com inten¢do curativa, um dos Gnicos biomarcadores vali-
dados para avaliar recorréncia tumoral ¢ o PSA (BROECK et al., 2018). No seguimento
de pacientes submetidos a prostatectomia radical, a recidiva bioquimica ¢ caracterizada
por valores acima de 0.2ng/mL, confirmados em exame subsequente. Limitagdes dessa
defini¢do ocorrem em fung¢do da possibilidade de persisténcia de pequenos acinos benig-
nos (MCCORMICK et al., 2019). Estima-se que apenas 30% desses casos ird desenvolver
recorréncia clinica da doenga (BROECK et al., 2018).

Ja a recidiva bioquimica apos Radioterapia (RT) ¢ definida como elevacdo do PSA
em 2ng/mL acima do nadir (ARTIBANI et al., 2018), o qual corresponde ao menor valor
medido apos tratamento, que pode ser atingido em até 24 meses (FRANCA; VIEIRA;
PENNA, 2008). Os pacientes de risco intermedidrio e alto tratados com RT e bloqueio
hormonal cujo PSA nadir ¢ maior que 0.06 a 0.5 ng/mL tem maior risco para recorréncia
(GEARA et al., 2017). A simples dosagem do marcador ndo define se h4 ou ndo doenga
metastatica local e/ou a distancia e, portanto, ndo determina o inicio da terapia de
resgate (MCCORMICK et al., 2019). No mCRPC, muitas células adquirem fenotipo
indiferenciado e passam a nao produzir mais o PSA, o qual perde capacidade em estimar
sobrevida (ARMAKOLAS et al., 2010).

Apesar de ndo haver um marcador universal das CTCs, EpCAM ¢ uma das mais fre-
quentemente citadas. Trata-se de uma molécula de glicoproteina transmembrana expressa
majoritariamente em tumores de origem epitelial, dentre eles o da prostata. Em menor
proporcdo, também esta presente em tecidos epiteliais ndo neoplasicos, embriondrios e
células tronco (HUANG et al., 2018). Além de ser responsavel pela adesdo celular, tem
papel fundamental na migragao, proliferag¢do, diferenciacdo e sinaliza¢do nuclear (CAM-
POS et al., 2016). Esta ainda envolvido no desenvolvimento de quimio e radiorresisténcia
tumoral de tal forma que influencia diretamente o prognostico (NI et al., 2018).

O sistema CellSearch foi o primeiro a ser aprovado para deteccdo e quantificagdo das
CTC nos casos de mCRPC. Sao coletados 7,5mL de sangue do paciente. A proporc¢do de
células tumorais em relagdo aos globulos brancos e vermelhos na corrente sanguinea gira
em torno de 1 para 1 milhdo (LOWES et al., 2016). A partir de anticorpos anti-EpCAM
ligados a nanoesferas ferromagnéticas, as células epiteliais (incluindo as neoplasicas) sdo
capturadas e adquirem propriedades magnéticas. A presenca de CD45, especifico de cé-

lulas nucleadas de origem mieldide, exclui a populacdo do estudo, enquanto a marcacao
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com anti-citoqueratinas confirma (LI et al., 2015; ZHANG; ARMSTRONG, 2016). Poste-
riormente ¢ acrescentado o corante nuclear DAPI o qual, a partir da imunofluorescéncia,
permite a visualizagdo das células vivas com o nucleo intacto a microscopia (ARMAKO-
LAS et al., 2010). Quando detectadas mais que cinco CTC nas amostras, considera-se
um prognostico desfavoravel, principalmente em relacdo a sobrevida global (PANTEL;
HILLE; SCHER, 2019).

Acredita-se que no inicio do processo de metastatizagdo, as CTC apresentem um feno-
tipo EMT hibrido, com boa taxa de detec¢ao pelo CellSearch em fungao dos marcadores
epiteliais. Elas sdo importantes para o desenvolvimento das lesdes secundarias. A me-
dida em que a doenga progride e os focos metastaticos proliferam, aumenta a EMT com
maior quantidade de células liberadas na corrente sanguinea. Passam a predominar as
mesenquimais que sao indetectaveis pelo método, (LOWES et al., 2016) motivo pelo qual
aproximadamente 30 a 40% dos pacientes com mCRPC apresentam baixos niveis de cap-
tura (BITTING et al., 2015).

Na busca de novos biomarcadores utilizou-se a metodologia 3D Cell-SELEX. O ob-
jetivo foi selecionar aptameros, neste estudo, formados por oligonucleotideos de RNA
ligantes contra células do CaP. Um pool de 4cido desoxirrubonucléico (DNA) do san-
gue de pacientes com a doenga foi obtido, clivado, amplificado por Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e, posteriormente, convertido em RNA, produzindo uma biblioteca do
material genético. Essas moléculas foram inicialmente incubadas com linhagem prostatica
ndo neoplasica RWPE-1 e as sequéncias que se ligaram foram desprezadas. Oito ciclos
subsequentes de amplificacdo foram realizados, utilizando a linhagem tumoral PC-3 para
selecdo positiva dos aptameros (SOUZA et al., 2015).

Todas as células foram incubadas em meio contendo nanoparticulas de oxido férrico e
ouro e, posteriormente, submetidas a acdo de campo magnético. O arranjo tridimensional
resultante formado in vitro ¢ mais fidedigno em relagdo as caracteristicas morfoldgicas e
funcionais do tumor in vivo (SOUZA et al., 2015).

O aptamero tem a capacidade de se tornar ferramenta versatil tanto para o diagnostico
quanto para o tratamento de algumas neoplasias. Os oligonucleotideos apresentam van-
tagens em relacao aos anticorpos monoclonais como melhor penetragao tecidual, auséncia
de imunogenicidade, menor tamanho, maior especificidade, facilidade de sintese e manipu-
lagdo laboratoriais, habilidade em reconhecer a conformacao das moléculas alvo expressas
na superficie celular (CHANG; DONOVAN; TAN, 2013). Recentemente também foram
testados no tratamento, por exemplo, como moléculas especificas para o Antigeno pros-
tatico especifico de membrana (PSMA), marcador de células tumorais encontrado tanto
nas sensiveis quanto nas insensiveis aos androgenos (HORI et al., 2018).

Dentre os aptameros selecionados através do 3D Cell SELEX, o A4 foi testado em
amostras de sangue de pacientes com CaP virgens de tratamento e sob diferentes regimes

terapéuticos e identificou CTC em todos os casos. Uma vez que ndo foram utilizados
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marcadores epiteliais no estudo, essa deteccdo pode estar associada ainda a células me-
senquimais. Apesar de ter utilizado uma pequena amostra, o uso do oligonucleotideo
demonstrou ser promissor no diagndstico e monitoramento do CaP (OLIVEIRA et al.,
2017).

O estudo das CTC foi realizado através de citometria de fluxo, um método capaz de
analisar diferentes parametros de uma Unica célula a partir de um fluxo de fluido que passa
através de uma fonte de luz. As principais caracteristicas sdo granulosidade, tamanho e
fluorescéncia produzida por um fluor6foro acoplado a um ligante especifico de um alvo
(ADAN et al., 2017). Neste estudo, a Isotiocianato de fluoresceina (FITC) esta ligada ao
aptamero A4 que, por sua vez, ¢ especifico para uma proteina ainda nao identificada, mas

expressa pelas células PC-3.
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Materiais e Métodos

3.1 Desenho do estudo

Este trabalho se constitui em um estudo prospectivo, transversal e analitico, realizado
no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia entre os meses de maio
a junho de 2018. A populagdo envolvida no estudo ¢ composta por 18 pacientes com
CaP em seguimento durante e apos tratamento, subdivididos em quadro localizado (12
individuos) e metastatico (6 individuos). Um paciente apresentava doenga localizada
virgem de tratamento. O grupo controle foi composto por 14 individuos, sendo 4 mulheres

e 10 homens com menos de 35 anos, portanto, considerados sem CaP.

3.2 Critérios de inclusao

Foram selecionados pacientes em acompanhamento no servigo de urooncologia do Hos-
pital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia com prontudrio legivel em relacao
ao historico do tratamento do CaP. Os individuos deveriam conter informacgdes registra-
das em prontudrio acerca do PSA pré-tratamento, escore de Gleason da biopsia, historico
terapéutico. O valor de PSA mais recente poderia ser, no maximo, referente a um més
antes da data da entrevista, para que se considerasse a inclusdo do individuo na amostra.
Participantes do grupo controle poderiam ser mulheres de qualquer idade e homens com
menos de 35 anos de idade.

3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do processo de amostragem pacientes sem registro em prontuario do
PSA pré tratamento, escore de Gleason da biopsia ou do histérico terapéutico. Pacientes
cujo PSA mais recente tivesse data superior a um més do dia da entrevista também nao

fizeram parte do estudo.



Capitulo 3. Materiais e Métodos 21

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia, como consta no documento nos Apén-

dices.

3.4 Coleta dos dados

3.4.1 Amostra de sangue

Amostras de sangue periférico de 33 participantes foram coletadas no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia em tubos com Acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), num total de 8mL. No momento da coleta, foram obtidos do grupo
com a malignidade os dados idade e estadiamento patoldgico - PSA pré tratamento,
escore de Gleason no espécime da biopsia transretal, escore de Gleason no espécime da
prostatectomia radical, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética de pelve,
cintilografia 6ssea, PSA até um més antes da entrevista, historico terapéutico. Todos os

dados foram registrados em tabela do Excel.

3.4.2 Aptamero A4 conjugado com FITC

O aptamero de RNA A4 foi previamente selecionado através da técnica 3D Cell-
SELEX e testado para CaP, conforme descrito por Souza et al. (2015). Em nosso
estudo foi conjugado ao FITC no extremo 5’ da sequéncia de nucleotideos: 5’FITC-
AGCCGAGAGGUAAGCAAAACCACGCCCGS3’ (Invitrogen, EUA) (Figura 1).
Para o uso nos ensaios, a molécula liofilizada foi ressuspendida em 4agua de injecdo até

uma solucdo estoque de concentragdo 100 uM.

3.4.3 Marcacao de CTCs por citometria de fluxo

As amostras de sangue foram submetidas a separagdo do plasma, através de centri-
fugacdo a 1500 rpm durante 10 minutos. A camada de leucdcitos foi analisada. A cada
tubo de citometria foram adicionados 100 uL da camada de leucdcitos para sua incubagao
a 4oC por 30 minutos. Um tubo foi incubado sem marcadores, servindo como controle
da marcacdo do aptamero A4 conjugado com FITC (A4-FITC). Os trés tubos restantes
foram entdo incubados com os seguintes volumes dos marcadores: 0,2 ¢L. da solugdo esto-
que do aptdmero A4-FITC (Invitrogen, EUA); 0,25 L do anticorpo CD45-PE (368510,
BioLegend, EUA) ¢ 0,25 uL de EpCAM-APC (324208 , BioLegend, EUA); e 0,25 uL
do isotipo controle IgG1 de camundongo conjugado com Ficoeritrina (PE) (400114 ,
BioLegend, EUA) e 0,25 4L do isotipo controle I[gG2b de camundongo conjugado com
Aloficocianina (APC) (400322, BioLegend, EUA). Tampao de lise de hemacias 1x (Invi-
trogen, EUA) foi adicionado para incubagao por 10 minutos. Apos essa etapa, os tubos
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Figura 1 — Estrutura bidimensional do aptamero A4 predita pelo servidor web UNAFold.
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foram centrifugados a 200xg por 5 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampdo Solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS) 1x,1% Albumina de soro bovino (BSA) e 0,1% azida basica, lavado
por centrifugacdo e novamente ressuspendido em 200uL do mesmo tampao para analise
da marcac¢ao no citometro de fluxo (Figura 2) (Accuri C6, Becton Dickinson, EUA). O
método foi capaz de fornecer a porcentagem de leucdcitos e granuldcitos com diferentes
combinagdes de marcadores, bem como a intensidade média de fluorescéncia do Aptamero
A4 e da EpCAM em ambas as populagdes.

Os leucocitos (Figura 3) e, posteriormente, granuldcitos (Figura 4) com as marcagdes
A4+; CD45-EpCAM+; e A4+ em CD45-EpCAM+ (CD45-EpCAM+A4+), assim como
a Intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos marcadores A4 e EpCAM das amostras
foram obtidas através do citdmetro de fluxo Accuri C6, selecionados a partir do tubo sem

marcagaol,2.

1 SSC-A: area da dispersdo lateral, do inglés Side SCattering-Area.
2 FSC-A: area da dispersdo frontal, do inglés Frontal Scattering-Area.
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Figura 2 — Preparagdo e processamento das amostras para detec¢do de CTCs no sangue
periférico de pacientes usando andlise de citometria de fluxo.
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Figura 3 — Imagem ilustrativa da janela de sele¢do realizada para a analise da populagao
de leucocitos.
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Figura 4 — Imagem ilustrativa da janela de sele¢do realizada para a analise da populagao
de granulocitos.
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3.5 Analises estatisticas

A comparacdo entre os grupos de individuos foi feita pelo teste Mann-Whitney para
varidveis ndo paramétricas. A analise de correlacdo de Spearman foi aplicada para as va-
riaveis laboratoriais e clinicas. Os parametros diagndsticos das varidveis foram calculados
com base na andlise da curva ROCs. Todas as anélises foram desenvolvidas no programa
Graph Pad Prism, versao 7.0, considerando o valor de p menor que 0,05 como significante.

Avaliou-se, neste trabalho, o valor clinico da co-marca¢do do aptdmero A4 e o anticorpo
anti-EpCAM, incluindo a marcagao negativa de CD45, nas populagdes de granulocitos e
leucocitos em pacientes sem terapia prévia ou em tratamento para CaP localizado e com

doenca metastatica em terapia hormonal.

3 Caracteristica de operacdo do receptor, do inglés Receiver Operating Characteristic
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Resultados

4.1 Caracteristicas dos pacientes

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas clinicas e laboratoriais das populagdes de
pacientes e controles. Os portadores da enfermidade possuiam neoplasia localizada em
diferentes fases; virgem de tratamento, durante e ap6s terapia com intengdo curativa.
Havia ainda aqueles com doeng¢a metastatica sensivel a castragdo em bloqueio hormonal.
Os participantes com CaP tinham idade superior a 55 anos, enquanto os do grupo controle
eram homens abaixo dos 35 e mulheres de diferentes idades. O intervalo do PSA oscilou de
0,01 a 3,46ng/mL. Dois individuos foram retirados das correla¢cdes e mediana envolvendo
o PSA, um com metastases em inicio de hormonioterapia ¢ dosagem sérica de PSA de
2333ng/mL e o outro virgem de tratamento com valor 11ng/mL.

Levando-se em consideracao as variaveis laboratoriais, apenas porcentagem de CD45-
EpCAM+ e a intensidade média de fluorescéncia ( MFI) do aptdmero A4 em A4+CD45-
EpCAM-+, ambos na populacido de granuldcitos, foram significativamente diferentes entre
os grupos em uma andlise comparativai 2. (Tabela 1)

Outras duas variaveis, porcentagem de CD45-EpCAM+ e porcentagem de A4+CD45-
EpCAM+, ambas na populacdo de leucdcitos, ndo apresentaram diferenca estatistica-
mente significativa entre os grupos, considerando p menor que 0,05. Entretanto, chegaram
proximas a essa condigdo, respectivamente 0,06 ¢ 0,07. Em virtude do pequeno tamanho
da amostra, o valor de p pode ndo ser muito preciso e, portanto, essas analises podem

apresentar algum significado considerando uma maior amostragem.

1 Valores de p estatisticamente significativos pelo teste de Mann-Whitney s8o mostrados em negrito.
2 n: numero de individuos.

4
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Tabela 1 — Fatores clinicopatologicos e laboratoriais dos individuos investigados.

Variavel Controles (n=14) Pacientes (n=19) Valor
dep

Idade (anos) - média (intervalo) - 74 (56-85) -

PSA (ng/mL) - mediana (intervalo) - 0,328 (0,04-1.195) -

Granuldécitos A4+ (%) - mediana 3,45 (0,61-42) 5,99 (1,23-27.9) 0,32

(intervalo)

Granulocitos CD45-EpCAM+ 0,07 (0,02-0,8) 0,018 (0-0,19) 0,01

(%) - mediana (intervalo)

Granulécitos A4+CD45- 58,1 (18,8-100) 66,7 (0-100) 0,38

EpCAM+ (%) - mediana (intervalo)

MFI de A4 em granulédcitos (u. 3399 (2631-14191) 3340 (2096-7656) 0,46

a.) - mediana (intervalo)

MFI de EpCAM em granuldcitos 3065 (1870-6148) 2615 (1216-8897) 0,38

CD45-EpCAM+ - mediana (inter-

valo)

MFI de A4 em granuldcitos 58346 (3838-2400000) 145559 (4336-2400000) 0,03

A4+CD45-EpCAM+ (u. a.) -

mediana (intervalo)

Leucocitos A4+ (%) - mediana (in- 12,35 (3,71-35,1) 10,7 (1,34-37,2) 0.52

tervalo)

Leucocitos CD45-EpCAM+ (%) 0,06 (0-0,69) 0,013 (0-0,0,17) 0,06

- mediana (intervalo)

Leucécitos A4+CD45-EpCAM+ 30,5 (0-64) 71,15 (0-100) 0,07

(%) - mediana (intervalo)

MFI de A4 em leucécitos (u. a.) 3238 (2227-7973) 3171 (1924-21566) 0,40

- mediana (intervalo)

MFI de EpCAM em leucdcitos - 4303 (0-9154) 2547 (0-10298) 0,19

mediana (intervalo)

Valores de p estatisticamente significativos pelo teste de Mann-Whitney sdo mostrados em ne-
grito. n: numero de individuos. MFI: intensidade de fluorescéncia média, do inglés Mean
Fluorescence Intensity. u. a.: unidades arbitrarias. PSA: antigeno prostatico especifico, do
inglés Prostate Specific Antigen.

4.2 Potenciais marcadores para o cincer de prostata

Em func¢do da diferenca entre os grupos na porcentagem de CD45-EpCAM+ e na MFI3
de A4 em A4+CD45-EpCAM+, ambos na populagdo de granulodcitos, o cutoff destas
variaveis foi estabelecido por meio da curva ROC4 (Figura 5), onde as barras representam
a média e o desvio padrdo em cada grupo. A linha vermelha nos graficos A e B representa
o valor de cutoff da curva Receiver Operating Characteristic (ROC) nos graficos C e D,
respectivamente. A linha azul no grafico B representa um valor acima do qual ndo ha
controles.

Para a porcentagem de granulocitos CD45-EpCAM+, um valor abaixo do cutoff foi
considerado positivo para o diagnostico de CaP, altamente especifico, com menor propor-
cao de falsos positivos. Ja para a MFI de A4 em granulocitos A4+CD45-EpCAM+, um
resultado acima da referéncia foi associado a presenca de tumor. Este teste apresentou

elevadas sensibilidade e especificidade (Tabela 2).

3 MFI: intensidade de fluorescéncia média, do inglés Mean Fluorescence Intensity.
4 ROC: caracteristica de operacdo do receptor, do inlé€s Receiver Operating Characteristic.
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Figura 5 — Valores das variaveis laboratoriais de granuldcitos nos grupos de individuos
controles e pacientes. A) Porcentagem de granuldcitos CD45-EpCAM+. B)
MFI de A4 em granulécitos A4+CD45-EpCAM+. C) Curva ROC da porcen-
tagem de granuldcitos CD45-EpCAM+. D) Curva ROC de MFI de A4 em
granulocitos A4+CD45-EpCAM+.
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No monitoramento do CaP, considerando-se o MFI de A4 em granuldcitos A4+CD45-
EpCAM+, todos os pacientes com valor acima do cutoff em azul apresentam CTCs
detectaveis a citometria de fluxo e, assim, possiveis metastases. Resultados abaixo da
referéncias devem ser interpretados como livres de doenca. Situacdo semelhante ocorre
nos individuos do grupo controle, composto por individuos do sexo feminino e homens
com menos de 35 anos de idade considerados, portanto, sem a malignidade. O método foi
capaz de diferenciar células neopldsicas das ndo tumorais a partir da fluorescéncia emitida
pelo aptdmeto A4 em granuldcitos A4+CD45-EpCAM+. Células epiteliais normais com
a marcacdo negativa para CD45 e positiva para EpCAM apresentam menores valores de
MFI em comparagdo as cancerigenas apds o acréscimo do oligonucleotideo.

A andlise da porcentagem de leucdcitos CD45-EpCAM+ conjugada com o aptamero
A4, demonstrou uma chance 18 vezes maior de apresentar metastases para valores acima
de 56,9%. O teste se mostrou como um método de boa acuracia em func¢ao da alta
especificidade e VPP (Tabela 2). Embora ndo tenha apesentado diferenca estatistica
quando comparada entre os grupos - ao nivel de 5% - a varidvel considerada mostrou um

p significante para uso no diagndstico de CaP através da citometria de fluxo (Figura 6).

5 u.a.: unidades arbitrarias.
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Tabela 2 — Parametros diagnosticos para o cancer de prdstata, conforme variaveis anali-
sadas por citometria de fluxo.

Variavel Cutoff S E VPP VPN A RV Chance P
de risco

Granulécitos CD45- <0,0285 67% 89% 89% 67% 762 6 16 0,02

EpCAM+ (%)

MFI de A4 em gra- >08082 80% 80% 80% 80% 80,0 4 6 0,01

nulocitos A4+CD45-

EpCAM+ (u. a.)
Leucocitos Ad+CD45- >50,9 67% 90% 89% 69% 77,3 6,7 18 0.01

EpCAM+ (%)
S: Sensibilidade. E: Especificidade. VPP: Valor Preditivo Positivo. VPN: Valor Preditivo

Negativo. A: Acurdcia RV: Razdo de verossimilhanca. MFI: intensidade de fluorescéncia média,
do inglés Mean Fluorescence Intensity. u. a.: unidades arbitrarias.

Figura 6 — Valores da variavel laboratorial de leucécitos nos grupos de individuos controles
e pacientes . A) Porcentagem de leucoécitos A4+CD45-EpCAM+. B) Curva
ROC da porcentagem de leucocitos aptamero A4+CD45-EpCAM+.
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As barras na Figura representam a média e o desvio padrdo em cada grupo. A linha
vermelha no grafico A representa o valor de cutoff da curva ROC no grafico B. A linha
azul no gréafico A representa um valor acima do qual ndo ha controles.

No monitoramento do CaP, levando-se em conta a porcentagem de leucdcitos A4+CD45-
EpCAM+, resultados acima de 64% medidos pela citometria de fluxo sdo especificos para
identificacdo de CTCs, as quais poderdo ser relacionadas a possiveis metastasess. Valores
abaixo do cutoff sao considerados livres de doenga uma vez que situacdo semelhante ¢
encontrada nos individuos do grupo controle. O método foi capaz, portanto, de identificar
um quadro disseminado a partir de 64% de leucocitos com essa combinagdo de marcadores
na amostra de sangue periférico.

O MFI de A4 em granuldcitos A4+CD45-EpCAM-+ foi o indicador que apresen-
tou maior acuracia na amostragem, enquanto a porcentagem de leucocitos A4+CD45-
EpCAM+ foi o indicador que apresentou maior chance de risco. Todos os trés testes

citados apresentaram validade estatistica considerando p<0.05. (Tabela 2)

6 AUC: area sob a curva, do inglés Area Under the Curve.
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4.3 Correlacao das variaveis clinicopatologicas e la-

boratoriais de pacientes

Considerando-se todo o grupo amostral, a MFI de A4 em granulocitos A4+CD45-
EpCAM+ e a porcentagem de leucocitos A4+CD45-EpCAM+ ndo tiveram correlagdes
estatisticamente significativas com as variaveis clinicopatologicas idade ou PSA totals. Ja
a porcentagem de granulocitos CD45-EpCAM+ e o PSA totalg apresentaram correlagdo de
Spearman moderadamente alta, com o coeficiente maior que 0,7. (Tabela 3) Observou-se

uma relacdo inversa entre ambos os parametros (Figura 7).

Tabela 3 — Anélise de correlagdo de Spearman entre as variaveis laboratoriais dos granu-
locitos e leucocitos analisados por citometria de fluxo e as varidveis clinicopa-
toldgicas dos pacientes com cancer de prostata avaliados.

Variavel clinico- Leucocitos A4+ em Granulédcitos MFI de A4
patolégica CD45S-EpCAM+ CD45-EpCAM+ Granuldcitos
(%) (%) (u.a)
P 0,341 -0,365 -0,028
Idade P 0,254 0,221 0,929
N 13 13 13
P 0,418 -0,766 0,425
PSA total P 0,199 0,005 0,220
N 11 11 10
Valores de p estatisticamente significativos sdo mostrados em negrito. : rho, coeficiente de

Spearman. p: valor de p. n: nimero de individuos. MFI: intensidade de fluorescéncia média,
do inglés Mean Fluorescence Intensity. PSA: antigeno prostatico especifico, do inglés Prostate
Specific Antigen.

Para um PSA nadir de 0,06ng/mL a partir do qual considera-se maior risco de recor-
réncia tumoral apos tratamento com radioterapia ou de 0,2ng/mL para bloqueio androgé-
nico, seis pacientes estavam sob condic¢ao de risco. Desses, cinco foram confirmados pela
porcentagem de granuldcitos CD45-EpCAM+. Consideramos que apenas um estava livre
de neoplasia. Abaixo do cutoff 0,028 encontramos outros dois participantes com CTCs
que falharam na detecgao pelo PSA.

De acordo com a atual defini¢do de recidiva bioquimica em pacientes com doenga
localizada tratados com radioterapia e bloqueio androgénico, nenhum caso se enquadrou
nessa situacdo. Entretanto, abaixo do cutoff da porcentagem de granuldocitos CD45-
EpCAM+, detectamos CTC em pouco mais da metade deles.

Para os casos metastaticos em hormonioterapia todos aqueles em risco de progressao
para doenga refratdria a castracdo baseados no PSA, foram confirmados pela porcentagem
de granulécitos CD45-EpCAM+.

Levando-se em consideragao os mesmos valores de PSA nadir, seis pacientes estavam

em risco de progressdo. Desses, quatro foram confirmados a partir de 64% de leucocitos

7 CI: intervalo de confianca, do inglés Coefficient Interval.
8 PSA: antigeno prostatico especifico, do inglés Prostate Specific Antigen
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Figura 7 — Analise de correlagdao da porcentagem de granulocitos CD45-EpCAM+ com
o PSA total. (Vermelho: pacientes submetidos a tratamento com bloqueio
androgénico e radioterapia, Verde: participantes tratados com terapia hormo-

nal.)
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Figura 8 — Anélise de correlacdo da porcentagem de leucocitos A4+CD45-EpCAM+ com
o PSA total. (Vermelho: pacientes submetidos a tratamento com bloqueio
androgénico e radioterapia, Verde: participantes tratados com terapia hormo-
nal.)
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A4+CD45-EpCAM+ enquanto outros dois foram interpretados como livres de doenga.
Encontramos ainda dois casos com CTCs que falharam na detec¢ao pelo PSA.

Em relagao a recidiva bioquimica nos pacientes com doenga localizada tratados com
radioterapia e bloqueio androgénico, nenhum caso se enquadrou nessa situacdo. Entre-
tanto, a partir do cutoff da porcentagem de leucdcitos A4+CD45-EpCAM+, detectamos
CTC em mais da metade deles.

Para os casos metastaticos em hormonioterapia de todos aqueles em risco de progressao
para doencga refrataria a castragao baseados no PSA, apenas um nao foi confirmado pela
porcentagem de leucdcitos A4+CD45-EpCAM+.

A tabela 4 traz o registro dos valores de PSA, porcentagem de leucocitos A4+CD45-
EpCAM+, MFI de A4 em granuldcitos A4+CD45-EpCAM+ e porcentagem de granu-
l6citos A4+ em CD45-EpCAM+ de cada participante do grupo de pacientes. Os doze
primeiros sao aqueles com doencga localizada durante e apos tratamento e os seis subse-
quentes (do 13 ao 18) metastaticos em terapia androgénica. O ultimo individuo apresen-

tava neoplasia localizada virgem de tratamento. (Tabela 4)

Tabela 4 — Resultados das analises das combinagdes de marcadores ¢ PSA total dos pa-
cientes com neoplasia de prostata.

Paciente Leucécitos A4+ MFI de A4 Gra- Granulécitos PSA
em CD45- nulécitos (u.a) CD45-EpCAM+ (ng/mL)
EpCAM+ (%) (%)

1 - - - 1,09
2 - - - 0,33
3 - - - 0,13
4 - - - 0,04
5 75 77201 0,030 0,02
6 78.6 125685 0,043 0,40
7 68.8 69464 0,011 0,29
8 100 162333 0,018 <0,03
9 - - - 0,17
10 0 - 0 1,30
11 100 202141 0,088 <0,01
12 0 326428 0,027 0,04
13 73.5 801000 0,006 1,07
14 - - - 2

15 23.5 108149 0,043 <0,03
16 60 2400000 0,011 3,46
17 13.4 807000 0,190 2333
18 87.1 128785 0,005 0,48
19 0 4336 0,010 11

A amostragem de pacientes apresentou caracteristicas heterogéneas da CaP. Divi-
dimos os participantes em dois subgrupos sendo um com neoplasia localizada, no qual
nenhum dos trés testes apresentou correlacdo com o PSA total e outro com tumor metas-
tatico. (Tabela 5).

Apenas a MFI de A4 em granuldcitos A4+CD45-EpCAM+ apresentou resultado pro-

ximo a um valor estatisticamente significativo com alta correlacdo de Spearman (0,9), ao
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Tabela 5 — Andlise de correlacdo de Spearman entre as variaveis laboratoriais dos granu-
locitos e leucocitos analisados por citometria de fluxo e a varidvel dosagem de
PSA dos pacientes com cancer de prostata localizado avaliados.

Variavel Leucé6citos A4+ em GranulécitosCD45- MFI de A4 Gra-
PSA total CD4S-EpCAM+ (%) EpCAM+ (%) nuldcitos (u.a)

p -0,600 -0,607 -0,314
PSA total P 0,154 0,166 0,563

N 7 7 7

Figura 9 — Anélises de correlacdo da variavel laboratorial MFI de A4 em granuldcitos
A4+CD45-EpCAM+ com o PSA total nos pacientes metastaticos em reposi¢ao
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analisarmos os pacientes com doenca metastatica em terapia hormonal. Um caso apre-
sentou erro na identificagdo de CTCs e nao pode ser considerado. A MFI do paciente
com PSA 2333ng/mL nao foi registrada no grafico abaixo, porém estd acima da referén-
cia determinada (Figura 9). Todos apresentaram maior risco de progressdao da doenga.
Vale ressaltar que erros de precisdo no célculo de p podem ocorrer em fung¢do do pequeno
tamanho amostral. (Tabela 6)

Tabela 6 — Analise de correlagdo de Spearman entre as varidveis laboratoriais dos granu-
locitos e leucocitos analisados por citometria de fluxo e a variavel dosagem de
PSA dos pacientes com cancer de prostata metastatico avaliados.

Variavel Leucocitos A4+ em GranulécitosCD45- MFI de A4 Gra-
PSA total CD45-EpCAM+ (%) EpCAM+ (%) nulécitos (u.a)

P -0,400 -0,400 -0,900
PSA total P 0,516 0,516 0,083

N 5 5 5

Para um PSA nadir de 0,2 ng/mL, quatro pacientes estavam na condi¢do de risco para

progressao da doenga, ou seja, acima do valor de referéncia. Todos foram confirmados pelo
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MFI de A4 em granulocitos A4+CD45-EpCAM-+. Identificamos ainda um paciente com
CTCs em que houve falha bioquimica na detec¢dao pelo PSA, cuja dosagem do marcador

era menor que 0,2ng/mL.



34

Capitulo

Discussao

Essa pesquisa prospectiva teve o objetivo de detectar células tumorais circulantes
(CTCs) através da citometria de fluxo a partir de trés marcadores pré-selecionados,
EpCAM, CD45 e a proteina alvo do aptamero A4, na corrente sanguinea de pacientes
com CaP. As populagdes de células estudadas foram os leucdcitos e granulocitos. Por ser
um estudo pioneiro na pesquisa das combinagdes dos marcadores supracitados, focamos
na identificacdo das CTCs em portadores da neoplasia de prostata em diferentes estagios
da doenga - localizada virgem de tratamento ou submetida a terapia com inten¢do cura-
tiva e tumor metastatico em bloqueio hormonal. Posteriormente foi realizada correlacao
entre os achados e as variaveis clinicopatologicas idade, cor de pele, estadiamento local e
dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA) total.

A proporcao de CTCs em relacdo as hemacias e aos leucocitos no sangue € de aproxi-
madamente uma em cem milhdes e de uma a cada dez mil, respectivamente (KIRBY et al.,
2012). Portanto, processos de enriquecimento sdo necessarios para a detecgcdo e quantifi-
cacdo celular, purificando-as em relacdo aos demais elementos plasmaticos (MIYAMOTO;
SEQUIST; LEE, 2014). Atualmente a unica metodologia aprovada pelo FDA ¢ o Cell-
Search, na qual toda a amostra celular do sangue ¢ analisada e CTCs nucleadas sao
identificadas através da expressao da EpCAM, das citoqueratinas 8, 18 ¢ 19 e a marcacao
negativa do CD45 (MIYAMOTO; SEQUIST; LEE, 2014).

Limita¢des do CellSearch envolvem a perda de células ao longo das etapas de purifi-
cagdo, a ineficiente separacdo magnética, inviabilidade celular apos fixagdo, interpretagao
subjetiva do operador. Ainda hé o fato de existirem CTCs que ndo expressam a EpCAM
e, assim, nao sao detectadas. Tal alteragdo ¢ caracteristica do fenotipo de indiferenciacao
celular resultante do fendmeno EMT (LI et al., 2015). Outras células ndo possuem cito-
queratinas, apesar da presenca do EpCAM, as quais ndo sdo capturadas pelo CellSearch
(WANG et al., 2016).

O método proposto nesta investigagdo utiliza apenas a camada de leucocitos da amos-
tra de sangue periférico. Os dados correspondentes as combinag¢des dos trés marcadores

foram obtidos a partir das populacdes de leucdcitos e, posteriormente, de granuldcitos as
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quais foram submetidas a analise pela citometria de fluxo. A MFI corresponde a ana-
lise da imagem emitida pela fluorescéncia do biomarcador naquela populagdo especifica.
Alguns estudos sugerem que embora seja desejavel avaliar as mudancgas na intensidade
dos marcadores, ¢ uma op¢ao menos viavel em fungdo da menor resolugdo dos softwares
(SATELLI et al., 2017). Ja as porcentagens de leucdcitos e granuldcitos correspondem ao
método de quantificacdo celular que ¢ similar ao CellSearch, baseado na enumeragio das
células (WANG et al., 2016).

Apesar de aprovado, o CellSearch tem uso limitado na pratica clinica e ainda nao
foi recomendado nas diretrizes. Nao foi demonstrada uma influéncia dos achados na
determinagdo do tratamento a ser instituido ou na resposta a um determinado agente
terapéutico(MAAS et al., 2019; WANG et al., 2016). Células normais também sao lanca-
das na circulagdo em decorréncia da toxicidade do tratamento e o método ndo ¢é capaz de
diferencia-las em relagdo as neoplasicas (WANG et al., 2016). O fendtipo capturado atra-
vés da combinacdo EpCAM, CD45 e citoqueratinas ¢ de célula epitelial e ndo mesenquimal
ou tumoral (WANG et al., 2016). A taxa de detecg¢do, por todos os motivos supracitados,
oscila entre 54 ¢ 62% (WILBAUX et al., 2015). Foi demonstrada sensibilidade de 53% e
especificidade de 83% do CellSearch na identificacdo de CTCs em pacientes metastaticos
(SATELLI et al., 2017).

O AdnaTest ¢ um outro método que também utiliza o anti-EpCAM, mas complementa
a analise com PSA, PSMA e Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), resul-
tando em deteccdo de 67% dos pacientes metastaticos antes do tratamento (ALBINO et
al., 2013). Contudo, ndo foi utilizado para o monitoramento de recorréncias da neoplasia.

O aptdmero A4 ¢ um oligonucleotideo com alta afinidade pela linhagem celular PC3 do
CaP cuja molécula alvo ainda ndo foi determinada (SOUZA et al., 2015). Analisado como
biomarcador EpCAM independente, acredita-se que ndo esteja relacionado a detecgao
do fenotipo epitelial. Apresentou acuricia de 98% na identificagdo de CTCs através
da citometria de fluxo, com sensibilidade de 97% e especificidade 100% em pacientes
virgens de tratamento e sob diferentes regimes terapéuticos (OLIVEIRA et al., 2017).
Diferente cohort analisou a captura de CTCs através do marcador mesenquimal vimentina
e apresentou sensibilidade de 93% e especificidade de 94% na deteccdo de CTCs em
pacientes com neoplasia de prostata em diferentes fases da doenga (SATELLI et al.,
2017). Resultados esses mais proximos ao rendimento do aptadmero A4 o que sugere que
o oligonucleotideo possa ser marcador de fenotipo indiferenciado.

A anélise dos dados dos participantes de nossa pesquisa permitiu observar diferenca
entre pacientes e controles nas porcentagens de granuldcitos CD45-EpCAM+. A menor
porcentagem de células com essa combinagdao de marcadores nos individuos com CaP
durante ou apos tratamento em relagdo aqueles sadios, sugere um maior grau de perda
das caracteristicas epiteliais das CTCs, indicando avango no fenomeno EMT. Observacao

importante a ser feita em relagdo ao paciente 19, virgem de tratamento com doenga loca-
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lizada que apresentava baixa porcentagem de granulocitos CD45-EpCAM+ foi atribuida
a reduzida quantidade de CTCs e nao a indiferenciacdo celular.

Ja a diferenca entre os grupos na porcentagem de leucocitos A4+CD45-EpCAM+ e
a MFI de A4 em granulécitos A4+CD45-EpCAM+ foi interpretada como indicativo de
maior presencga de células neoplésicas indiferenciadas no sangue periférico dos pacientes
com CaP. Valores de referéncia foram sugeridos para cada uma das combinagdes a partir
dos quais os casos poderiam ser interpretados como portadores de CTCs uma vez que a
situagdo nao ocorre em nenhum individuo do grupo controle. Assim, a partir dos cutoff
estabelecidos haveria elevada especificidade na identificacdo de CTCs no monitoramento
da neoplasia de prdostata em paciente durante ou apos tratamento.

O PSA ¢ preconizado em todas as etapas do cancer de prdstata (CaP): rastreamento,
diagndstico, recidiva, prognostico e eficacia do tratamento (SANHUEZA; KOHLI, 2018).
A performance no rastreamento demonstra sensibilidade entre 70 e 90%, enquanto a
especificidade gira em torno de 20 a 40% e Valor preditivo positivo (VPP) de 25%. VPP e
Valor preditivo negativo (VPN) tém maior importancia estatistica por relatarem confianca
no valor do teste (PRENSNER et al., 2012).

A meia vida das CTCs na corrente sanguinea ¢ de 58 dias enquanto a da molécula de
PSA ¢ de 85 dias, um dos motivos pelos quais sugere-se maior fidedignidade da oscilagdo
das CTCs no monitoramento da doengca (WILBAUX et al., 2015). Os resultados do Cell-
Search indicam que a quantificagdo de CTCs prediz melhor a sobrevida e seria, portanto,
melhor marcador de resposta a diferentes tratamentos (MIYAMOTO; SEQUIST; LEE,
2014).

As andlises das porcentagens de granulocitos CD45-EpCAM+ e leucdcitos A4+CD45-
EpCAM-+, apresentaram sensibilidade inferior ao PSA para o diagnostico, porém maior
especificidade e VPP. O MFI de A4 em granulocitos A4+CD45-EpCAM+ foi o que
demonstrou maior acurdcia dentre os trés. Cada teste supracitado identificou CTCs em
pouco mais da metade dos doentes, apesar da maioria ser considerada em situagao de
controle quando analisada a dosagem de PSA. As combinacdes especificas dos marcadores
demonstraram ser promissoras na deteccdo de CTC, com maior confian¢a em relagdo ao
PSA na identificacdo de metéastases. Resta saber qual a importancia prognostica dos
achados da biopsia liquida na sobrevida global e livre de progressao.

Quando analisados todos os participantes, houve uma relagdo inversa entre a porcen-
tagem de granulocitos CD45-EpCAM+ e o PSA total. Considerando que o EpCAM ¢
uma molécula de adesdo celular e 0 CD45 ¢ especifico de leucocitos, os baixos niveis dessa
combinagao podem indicar a presen¢a do fendmeno EMT com células tumorais indiferen-
ciadas na corrente sanguinea. Estes marcadores foram coincidentemente associados aos
valores mais elevados de PSA, o que sugere maior risco de progressao. Outros dois casos
evidenciaram CTCs porém com baixo PSA, provavelmente em virtude de um processo de
indiferenciacao celular mais avangado que nao € refletido pela dosagem do antigeno.
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5.1 Monitoramento na doenca localizada

Diferentes cohorts estabeleceram positividade do CellSearch em apenas 10% a 17%
dos casos de CaP de alto grau localizado. Nao houve correlagao entre a detec¢do € o vo-
lume tumoral, PSA, escore de Gleason, estadiamento ou recidiva bioquimica (NEUHAUS;
YANG, 2018; DAVIS et al., 2008; THALGOTT et al., 2015; MEYER et al., 2016). E
incerto se a metodologia ndo possui sensibilidade para captura de baixos niveis de CTCs
(KUSKE et al., 2016).

Levando-se em conta o monitoramento de recidiva bioquimica apoés radioterapia, de-
finida como PSA acima de 2ng/mL do nadir (NGUYEN; BOLDT; RODRIGUES, 2015),
ndo foi estabelecido um valor absoluto abaixo do qual possa ser determinado controle a
longo prazo. Até 25% dos pacientes apresentam elevacao tardia, mesmo que inicialmente
haja resposta favoravel (VICINI et al., 2005). Cerca de 30 a 50% dos casos irdo desen-
volver recorréncia nos primeiros 10 anos (ROVIELLO et al., 2017). Geara et al. (2017)
sugerem que um nadir menor que 0,06ng/mL esta associado a melhor prognostico em
relacdo a progressdo clinica da doenca (GEARA et al., 2017; STENMAN et al., 2005).

Os participantes do nosso estudo com doenca localizada ndo apresentaram correlagao
entre os testes baseados na deteccdo de CTCs e o PSA total, semelhante ao que ocorre com
o CellSearch (KHURANA et al., 2013; MEYER et al., 2016). Todos tinham PSA abaixo
do valor definido como recidiva bioquimica e alguns com o marcador abaixo do nadir
proposto de 0,06ng/mL. Mesmo com essa reducdo, CTCs foram identificadas em todos os
casos por pelo menos uma das combinagdes propostas, o que reforga a precariedade do PSA
no monitoramento do CaP (VICINI et al., 2005). A captura de CTCs pode corresponder

a existéncia de células metastaticas com possivel recorréncia clinica da doenca no futuro.

5.2 Monitoramento na doen¢a metastatica

Atualmente, a importancia progndstica das CTCs estd bem documentada para a do-
enca metastatica resistente a castracdo. Poucos estudos abordam seu papel nos quadros
hormonio-sensiveis. Entretanto, sugerem que haja piora na sobrevida e maior progressao
tumoral com o aumento das CTCs (PANTEL; HILLE; SCHER, 2019; FOLKERSMA et
al., 2012).

Pacientes com doenca metastatica em terapia hormonal sdo monitorados através da
dosagem de PSA total. A maioria das cohorts sugere nadir de 0.2ng/mL, (HUSSAIN et
al., 2006) enquanto DAmico et al. propde 0.5ng/mL (CRAWFORD et al., 2013). Sabe-
se ainda que hé piora prognostica significativa quando o PSA est4d acima de 4ng/mL
durante bloqueio androgénico (HUSSAIN et al., 2006). Menores valores sugerem baixa
atividade do receptor androgénico ou progressao de doenca independente deste. Dosagens
elevadas podem indicar supressao incompleta ou atividade alterada do mesmo e, portanto,
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risco de evolucdo para resisténcia a castragdo antes de evidéncias clinicas de recorréncia
da neoplasia. Assim, o PSA total ndo ¢ fidedigno da resposta glandular ao tratamento
(CRAWFORD et al., 2013). Segundo Helo et al. houve correlagdo moderada entre os
valores de PSA e a contagem de CTC pelo CellSearch nas neoplasias hormonio-resistentes
(HELO et al., 2009).

Dentre as trés combinacdes de marcadores e as diferentes populagdes de células ana-
lisadas, nenhuma apresentou correlagdo estatisticamente significativa com a dosagem de
PSA total, provavelmente em virtude do tamanho reduzido da amostra. O MFI de A4 em
granulocitos A4+CD45-EpCAM+ apresentou p de 0.08 com pequena diferenga em relagdo
ao nivel de confianga proposto de 0.05, mas correlacao de Spearman de 0.9, altamente sig-
nificativa. Considerando que a maioria dos pacientes apresentava PSA abaixo de 4ng/mL
e que foram detectadas CTCs em todos esses, ¢ possivel que o MFI esteja relacionado a
queda na atividade de receptor de androgeno nessas situacdes, caracteristico de doenga
indiferenciada e, assim, maior probabilidade de progressdao para hormonio-refrataria. O
participante 17 estava no inicio tratamento hormonal ¢ também apresentou MFI com
resultado significativo, nesse caso compativel com a presenca de CTCs por bloqueio in-
completo e doenca disseminada. Portanto, a oscilagdo do PSA ¢ um fraco preditor de
sucesso terapéutico (PANTEL; HILLE; SCHER, 2019; MIYAMOTO; SEQUIST; LEE,
2014).

As porcentagens de leucdcitos A4+CD45-EpCAM+ e granuldcitos CD45-EpCAM+
foram capazes de detectar CTCs em quase todos os casos metastaticos, com excegao dos
pacientes 15 e 17. No primeiro participante o PSA era compativel com baixo risco de
progressao da doenca e os achados foram compativeis com poucas células indiferenciadas
e maior quantidade de epiteliais no sangue, ndo necessariamente tumorais. No segundo
caso a interpretagao do autor consiste em limitagdo da deteccdo de CTCs em ambas as

populacdes celulares analisadas.

5.3 Limitacoes do método

A pequena amostragem com 19 pacientes mostrou-se uma importante limitacao do
estudo.

O Tempo de dobra do PSA (PSADT) sugere a agressividade tumoral cuja principal
aplicabilidade consiste na resisténcia a castracdo sem metastases identificadas. Quanto
menor o valor, menor a sobrevida global e livre de metastases (HOWARD et al., 2017;
D’AMICO et al., 2003). Estudos prospectivos de longo prazo comparando o PSADT com
os testes sugeridos neste trabalho sdo necessarios para predizer a importancia das CTCs
na progressdo da doenca metastatica. Assim, a comparacdo com uma medida Unica do
PSA total foi outra limitagao do projeto.

Estudos com follow-up mais longo sao necessarios para avaliar qual a relacdo entre
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a oscilacdo na captura de CTCs e a evolugdo clinica da neoplasia. Faltam ensaios que
correlacionem a progressdo de doenca baseada na detec¢do de CTCs e a mudanga de
tratamento do paciente.

A combinag¢ao dos marcadores se mostrou promissora para o monitoramento de re-
corréncia do cancer de prostata, seja ele metastatico ou localizado, mesmo com pequena

amostragem e follow-up reduzido.
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Capitulo

Conclusao

A metodologia aplicada utilizando a combinagao de trés marcadores como proposto
neste estudo apresentou maior acuricia em relacdo ao CellSearch, método tradicional de
detecgdo ¢ marcagdo de células tumorais.

Foi possivel identificar com maior fidedignidade a presenca de metastases através das
co-marcagoes pré-estabelecidas.

A capacidade de detec¢do foi mais simples com a populagdo de leucocitos, requerendo
uma janela mais simplificada para analise, com acurécia praticamente semelhante a de-
teccao através de combinagdes nos granulocitos.

Em relagdo as perspectivas futuras, o seguimento de pacientes tratados a longo prazo
€ uma maior amostragem faz-se necessario para avaliar a associag¢do entre o achado de
c¢lulas metastaticas e a sobrevida global ou livre de metastases, tanto nos casos com

neoplasia localizada quanto nas disseminadas.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagéo in vitro e in vivo do aptdmero A4 de RNA ligante especifico de células
de cancer de prostata

Pesquisador: VIVIAN ALONSO GOULART

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 71108817.2.0000.5152

Instituicdao Proponente: Instituto de Genética e Bioquimica
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.451.492

Apresentagao do Projeto:
Trata-se de analise de respostas as pendéncias apontadas no parecer consubstanciado numero 2.250.011,
de 31 de Agosto de 2017.

Segundo os pesquisadores:

"Seréo selecionados os pacientes com cancer e neoplasias benignas, onde sera coletado tecido, sangue e
urina. O tecido sera submetido ao isolamento de células da préstata e analisado histopatologicamente. As
células isoladas de tecidos serdo incubadas com o aptdmero A4 de RNA e serdo realizados ensaios in vitro
de citotoxicidade, proliferagcdo e migragao celular.Usando a técnica de PCR em tempo real sera analisado o
perfil da expressdo génica das células.O sangue dos pacientes serdo utilizados para o isolamento das
células tumorais circulantes, que serdo separadas por citometria de fluxo aquelas células ligantes ao
aptamero A4 de RNA. Em seguida estas células serdo caracterizadas e inoculadas em camundongos para

avaliagdo de metastases.

Os aptdmeros sdo oligonucleotideos que podem atuar como ferramentas terandsticas por se unirem a alvos
especificos podendo constituir biomarcadores de doengas. O aptdmero de RNA A4 é um ligante especifico
de células de cancer de prostata, selecionado pela técnica de Evolugédo Sistematica de Ligantes por
Enriquecimento EXponencial em cultura 3D (3D Cell-SELEX). Este estudo visa caracterizar in vitro e in vivo

o aptédmero A4. Primeiramente, sera avaliada a
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citotoxicidade, a proliferagdo e migragao celular, e a expressdo de genes associados ao cancer de préstata
em linhagens celulares e em células isoladas dos tecidos dos pacientes (prostaticas normais e tumorais)
apo6s incubagao com o aptdmero A4. Em seguida, serao isoladas células tumorais circulantes (CTC) do
sangue e células da urina de pacientes com cancer de préstata por citometria de fluxo usando o aptamero
A4 como marcador destas células. Posteriormente, sera estudado o potencial metastatico das CTCs
identificadas pelo aptadmero A4 através da inoculacao in vivo destas células. Uma vez que o aptamero A4
seja caracterizado, este podera ser empregado para detecgdo do cancer de prostata e em sistemas de drug
delivery para tratamento desta doenga".

Objetivo da Pesquisa:
Segundo os documentos da pesquisa:

"Objetivo Primario: Caracterizar in vitro e in vivo o aptamero de RNA A4 ligante de células tumorais da
prostata para o desenvolvimento de uma nova metodologia de diagndstico.

Objetivo Secundario:

- Analisar a citotoxicidade, proliferacdo e migragao das células isoladas da préstata de tecido normal e
tumoral de pacientes incubadas com o aptamero de RNA A4;- Analisar a expressao génica das células
isoladas da préstata de tecido normal e tumoral de pacientes".

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Conforme os pesquisadores:

"Riscos: O estudo nao oferecera risco consideravel, garantira o sigilo dos dados coletados e os individuos
envolvidos serao identificados por meio de codigos (numeros). Entretanto, existe risco de identificagdo do
participante durante a pesquisa. Um leve desconforto podera ocorrer apenas devido a possibilidade de
formagao de um pequeno hematoma no local de pungéo venosa e devido a picada necessaria para o
procedimento de coleta de sangue dos pacientes, contudo podera ser amenizado pela realizagdo do mesmo
por profissionais habilitados. Serdo respeitadas as orientagdes do Ministério da Saude do Brasil, resolugéao
466/12 para a pesquisa de seres humanos.

Beneficios: Possibilidade de sele¢gdo de marcadores moleculares que auxiliardo no desenvolvimento de uma
nova técnica de diagnéstico diferencial entre os casos de cancer de prostata e tumores
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benignos, auxiliando no progndstico da doenga e possibilitando o uso dos aptdmeros como carreadores de
drogas".

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As pendéncias relacionadas no Parecer Consubstanciado anterior do CEP/UFU foram respondidas e feitos
os ajustes solicitados. A pesquisa sera explicada e fornecido um tempo para o participante decidir se deseja
ou néo participar do estudo, o TCLE incluiu todas as etapas do estudo, esclareceu-se ainda que a nao
participagdo no estudo ndo interferira no tratamento recebido no hospital, os objetivos adequados.

Considerag6es sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Os termos foram apresentados e estdo em conformidade com a legislacao vigente.

Recomendacgoes:

Nao ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

As pendéncias apontadas no parecer consubstanciado numero 2.250.011, de 31 de Agosto de 2017, foram
atendidas.

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacao do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacdo e da metodologia apresentadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Janeiro de 2019.

Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Janeiro de 2020.

Data para entrega de Relatério Final ao CEP/UFU: Janeiro de 2021.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugao 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.
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b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentagéao
pertinente ao projeto.
c- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugao

CNS 466/12, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientagdes ao pesquisador :

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.
» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram acéo
imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

» Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item Il.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas [PB_INFORMACOES BASICAS DO _P 11/09/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 899245.pdf 14:31:45
Qutros respostaspendencias110917.pdf 11/09/2017 |VIVIAN ALONSO Aceito

14:29:36  |GOULART
TCLE /Termosde |TCLE.pdf 11/09/2017 |VIVIAN ALONSO Aceito
Assentimento / 14:29:00 |GOULART
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Justificativa de TCLE.pdf 11/09/2017 |VIVIAN ALONSO Aceito

Auséncia 14:29:00 GOULART

Projeto Detalhado/ | projeto.pdf 11/09/2017 [VIVIAN ALONSO Aceito

Brochura 14:28:30 |GOULART

Investigador

Declaragdode stephania.pdf 23/06/2017 |[VIVIANALONSO Aceito

Instituicdoe 15:43:22 |GOULART

Infraestrutura

Declaragao de termodecompromisso2017.pdf 12/06/2017 |VIVIAN ALONSO Aceito

Pesquisadores 13:52:54 GOULART

Declaragdode coparticipanteHCU.pdf 12/06/2017 |VIVIANALONSO Aceito

Instituicdoe 13:25:20 |GOULART

Infraestrutura

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 06/06/2017 [VIVIAN ALONSO Aceito
10:13:33  |GOULART

Outros linkCurriculoLattes.doc 06/06/2017 |VIVIAN ALONSO Aceito
09:46:07 _ |GOULART

Outros INSTRUMENTOCOLETA.pdf 05/05/2017 |VIVIANALONSO Aceito
10:46:36  |GOULART

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

UBERLANDIA, 20 de Dezembro de 2017

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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