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Resumo 

 
 

 
O antígeno prostático específico (PSA) não é capaz de distinguir os diversos com- 

portamentos do câncer de próstata (CaP), apresentando limitações no seguimento dos 

pacientes tanto com quadro localizado quanto metastático. A pesquisa de novos marca- 

dores é importante para evitar tratamentos desnecessários e prever o curso da doença. 

Com a descoberta e desenvolvimento da pesquisa de células tumorais circulantes (CTCs), 

uma nova ferramenta de monitoramento e prognóstico poderá ser utilizada. Este estudo 

realiza uma análise através da citometria de fluxo da co-marcação do aptâmero A4, oligo- 

nucleotídeo de RNA ligante específico da linhagem PC3 do CaP e a molécula de adesão 

celular epitelial (EpCAM), para a identificação de CTC nas populações de granulócitos 

e leucócitos em amostras de sangue periférico de pacientes durante e após tratamento. 

A finalidade é aumentar a acurácia no monitoramento do CaP. Os testes porcentagens 

de granulócitos CD45-EpCAM+ e leucócitos A4+CD45-EpCAM+, bem como MFI de 

A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+ apresentaram elevada acurácia no diagnóstico 

e monitoramento do CaP. Apenas a porcentagem de granulócitos CD45-EpCAM+ teve 

correlação com a dosagem de PSA total, em uma relação inversa, considerando p < 0,05. 

Cada teste detectou CTCs em mais da metade dos pacientes, mesmo praticamente todos 

considerados com doença controlada.   Assim, as co-marcações sugeridas mostraram-se 

promissoras no monitoramento do CaP. 
 
 

Palavras-chave: Câncer de próstata. Aptâmero. EpCAM. Citometria de fluxo. Células 

tumorais circulantes. Intensidade média de fluorescência. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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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Câncer de próstata (CaP) é uma doença heterogênea que pode manifestar de forma 

indolente ou agressiva, associado a metástases ósseas ou para outros órgãos, situação 

que resulta em elevada morbimortalidade (LEÓN-MATEOS et al., 2016).  No Brasil, é 

a segunda neoplasia mais comum entre os homens, atrás apenas do câncer cutâneo não 

melanoma (INCA - Brasil, 2016).  Em valores absolutos é 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 biênio 2018-2019 estima-se 68.220 novos casos no território 

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 óbitos (Centers for Disease Control and Prevention and others, 

2018). 

O diagnóstico do CaP era realizado na maioria dos casos em estágios mais avançados, 

uma vez que em sua fase inicial não causa sinais ou sintomas. No entanto, com o advento 

do antígeno prostático específico (PSA), na década de 90, houve uma mudança no perfil 

de diagnóstico da doença, a qual passou a ser detectada e catalogada, então, em fases 

mais precoces (SHAO et al., 2009). 

O PSA foi aprovado em 1994 pelo Food and drug administration (FDA) como mar- 

cador diagnóstico e é atualmente o mais utilizado no mundo.   Embora seja usado na 

triagem do CaP, é expresso por células do epitélio glandular normal e neoplásico, assim, 

não se trata de uma molécula câncer específico.  A concentração sanguínea do antígeno 

pode apresentar elevação em doenças não oncológicas como Hiperplasia prostática be- 

nigna (HPB), prostatite e infartos prostáticos (QASEEM et al., 2013). Isso resultou em 

um aumento nas biópsias desnecessárias e, consequentemente, na detecção de grande nú- 

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 níveis do PSA podem ser similares tanto nos casos sem significância clínica quanto 

nos agressivos e, geralmente, não indicam adequadamente a resposta do paciente a um 

determinado tratamento proposto (LEÓN-MATEOS et al., 2016).  O maior desafio na 
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prática é a inabilidade dos atuais testes diagnósticos, incluindo PSA, em distinguir os 

diversos comportamentos da doença (DIJKSTRA et al., 2012).   A pesquisa de novos 

biomarcadores de progressão e presença do tumor são importantes para evitar tratamentos 

desnecessários, prever o curso da doença e desenvolver terapia mais eficaz (SAINI, 2016). 

Recentemente foi desenvolvida a biópsia líquida no Câncer de próstata metastático re- 

sistente à castração (mCRPC). Trata-se da detecção de Célula tumoral circulante (CTC)s 

no sangue periférico através da Molécula de adesão celular epitelial (EpCAM), cujo único 

sistema aprovado pelo FDA na prática clínica é o CellSearch.  Tanto no tumor primário 

quanto no foco metastático, algumas células neoplásicas sofrem um processo de trans- 

formação molecular e invadem a corrente sanguínea.  A  partir daí podem ser captura- 

das e fornecer informações importantes acerca do diagnóstico, prognóstico e tratamento 

(KOZMINSKY et al., 2019).  Um dos alvos estudados é o EpCAM, uma glicoproteína 

transmembrana tipo I, expressa em células epiteliais normais, mas principalmente nos 

carcinomas de diferentes sítios primários, dentre eles o de próstata (SPIZZO et al., 2011). 

Na maioria dos tumores sua presença se correlaciona com pior sobrevida global, mau 

prognóstico e maior risco de recorrência (IMRICH; HACHMEISTER; GIRES, 2012). 

Aptâmero é um oligonucleotídeo capaz de se ligar a um determinado alvo, análogo ao 

anticorpo monoclonal, porém com algumas possíveis vantagens em relação a ele.  Vários 

aptâmeros de ácido ribonucleico (RNA), ligantes de células da linhagem neoplásica PC-3 

do Câncer de próstata (CaP), foram isolados a partir de uma biblioteca de material gené- 

tico, através do método de Evolução sistemática de ligantes por enriquecimento (SELEX). 

As células foram cultivadas em meio tridimensional por levitação magnética o que permi- 

tiu melhor representação da arquitetura celular in vivo. A associação desses dois métodos 

resultou na metodologia 3D Cell SELEX, a partir da qual, diferentes sequências de nu- 

cleotídeos foram selecionadas (SOUZA et al., 2015). 

Dentre todas as moléculas estudadas, o aptâmero A4 foi o que apresentou as melhores 

características e alta detecção de CTC em amostras de pacientes com CaP, tanto em 

virgens de tratamento quanto naqueles sob diferentes regimes terapêuticos (OLIVEIRA 

et al., 2017). 
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1.1   Objetivos da Pesquisa  

 
J Objetivo geral:  

 
– Aumentar a acurácia diagnóstica e de monitoramento do câncer de próstata 

através da detecção de células tumorais circulantes. 

 
J Objetivos específicos: 

 
– Avaliar a detecção de células tumorais circulantes por citometria de fluxo atra- 

vés da co-marcação com o anticorpo anti-EpCAM e o aptâmero A4, incluindo 

a marcação negativa com Antígeno comum de leucócitos (CD45). 
 

– Comparar o desempenho da co-marcação, incluindo a marcação negativa com 

CD45, com a dosagem de PSA. 
 

– Comparar o desempenho da co-marcação - incluindo a marcação negativa com 

CD45 - com a marcação apenas do anticorpo anti-EpCAM e a marcação nega- 

tiva com CD45, similar ao sistema CellSearch. 
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Diferentes teorias tentam explicar a origem das metástases (SEYFRIED; HUYSEN- 

TRUYT, 2013).   Uma subpopulação de células do tumor primário sofre um processo 

conhecido como Transição epitelial mesenquimal (EMT) no qual, após um acúmulo gra- 

dual de mutações genéticas, perde marcadores epiteliais e ganha atributos mesenquimais. 

Desenvolve-se, então, fenótipo de indiferenciação celular, adquire maior motilidade ao 

perder moléculas de adesão e amplia a capacidade de invasão vascular e tecidual.  As 

células que caem na corrente sanguínea são chamadas de tumorais circulantes e, após in- 

filtrarem o órgão-alvo, sofrem o processo reverso e readquirem a capacidade proliferativa 

(PANTELEAKOU et al., 2009). 

Uma outra hipótese sugere que as CTCs se originem de precursores da linhagem 

mielóide ou de células híbridas resultantes da fusão entre macrófagos e Célula tronco 

tumoral (CTT)s. Uma quantidade considerável de macrófagos está presente no estroma 

tumoral e leva à angiogênese e inflamação local, favorecendo a emissão de metástases, 

além de auxiliar na progressão e desenvolvimento da neoplasia.   Sabe-se que também 

apresentam características semelhantes aos implantes secundários como poder de inva- 

são tecidual, liberação de fatores angiogênicos e capacidade de sobreviver em ambientes 

hipoxêmicos (SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013). Assim, algumas características mor- 

fológicas de células da linhagem mielóide como tamanho e granulosidade se assemelhariam 

às CTC, auxiliando na detecção de das mesmas. 

As CTCs migram do sítio primário ou secundário, semeiam lesões à distância e são 

as responsáveis pela disseminação neoplásica.  São caracterizadas pela presença de mar- 

cadores epiteliais em suas superfícies, no entanto, podem apresentar, ainda, antígenos 

mesenquimais ou de células tronco, exemplificando uma plasticidade epitelial (BITTING 

et al., 2015). Quando presentes na corrente sanguínea sugerem a presença de micrometás- 

tases as quais, se descobertas antes do tratamento, indicam a possibilidade de recorrência 

(CEGAN et al., 2017). Apesar de milhares de células caírem na circulação diariamente, 

menos de 0.01% são capazes de gerar lesões secundárias, caracterizando um processo 

ineficiente (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). 
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A detecção de CTC no sangue periférico, também conhecida como biópsia líquida, 

possibilita a extração de informações relevantes em tempo real e sequencial acerca do 

diagnóstico, progressão tumoral, prognóstico, risco de recidiva e resposta a diferentes tra- 

tamentos propostos (IMRICH; HACHMEISTER; GIRES, 2012). Níveis elevados indicam 

desenvolvimento da doença e pior sobrevida global.   Mudanças nos valores das CTCs 

precedem oscilação dos valores do Antígeno específico prostático (PSA) e sugere uma 

importância ainda maior no monitoramento do CaP. (LEÓN-MATEOS et al., 2016). 

Após tratamento do CaP com intenção curativa, um dos únicos biomarcadores vali- 

dados para avaliar recorrência tumoral é o PSA (BROECK et al., 2018). No seguimento 

de pacientes submetidos a prostatectomia radical, a recidiva bioquímica é caracterizada 

por valores acima de 0.2ng/mL, confirmados em exame subsequente.  Limitações dessa 

definição ocorrem em função da possibilidade de persistência de pequenos ácinos benig- 

nos (MCCORMICK et al., 2019). Estima-se que apenas 30% desses casos irá desenvolver 

recorrência clínica da doença (BROECK et al., 2018). 

Já a recidiva bioquímica após Radioterapia (RT) é definida como elevação do PSA 

em 2ng/mL acima do nadir (ARTIBANI et al., 2018), o qual corresponde ao menor valor 

medido após tratamento, que pode ser atingido em até 24 meses (FRANCA; VIEIRA; 

PENNA, 2008).  Os pacientes de risco intermediário e alto tratados com RT e bloqueio 

hormonal cujo PSA nadir é maior que 0.06 a 0.5 ng/mL tem maior risco para recorrência 

(GEARA et al., 2017). A simples dosagem do marcador não define se há ou não doença 

metastática local e/ou à distância e, portanto, não determina o início da terapia de 

resgate (MCCORMICK et al., 2019).   No mCRPC, muitas células adquirem fenótipo 

indiferenciado e passam a não produzir mais o PSA, o qual perde capacidade em estimar 

sobrevida (ARMAKOLAS et al., 2010). 

Apesar de não haver um marcador universal das CTCs, EpCAM é uma das mais fre- 

quentemente citadas. Trata-se de uma molécula de glicoproteína transmembrana expressa 

majoritariamente em tumores de origem epitelial, dentre eles o da próstata.  Em menor 

proporção, também está presente em tecidos epiteliais não neoplásicos, embrionários e 

células tronco (HUANG et al., 2018).  Além de ser responsável pela adesão celular, tem 

papel fundamental na migração, proliferação, diferenciação e sinalização nuclear (CAM- 

POS et al., 2016). Está ainda envolvido no desenvolvimento de quimio e radiorresistência 

tumoral de tal forma que influencia diretamente o prognóstico (NI et al., 2018). 

O sistema CellSearch foi o primeiro a ser aprovado para detecção e quantificação das 

CTC nos casos de mCRPC. São coletados 7,5mL de sangue do paciente. A proporção de 

células tumorais em relação aos glóbulos brancos e vermelhos na corrente sanguínea gira 

em torno de 1 para 1 milhão (LOWES et al., 2016). A partir de anticorpos anti-EpCAM 

ligados a nanoesferas ferromagnéticas, as células epiteliais (incluindo as neoplásicas) são 

capturadas e adquirem propriedades magnéticas.  A presença de CD45, específico de cé- 

lulas nucleadas de origem mielóide, exclui a população do estudo, enquanto a marcação 
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com anti-citoqueratinas confirma (LI et al., 2015; ZHANG; ARMSTRONG, 2016). Poste- 

riormente é acrescentado o corante nuclear DAPI o qual, a partir da imunofluorescência, 

permite a visualização das células vivas com o núcleo intacto à microscopia (ARMAKO- 

LAS et al., 2010).  Quando detectadas mais que cinco CTC nas amostras, considera-se 

um prognóstico desfavorável, principalmente em relação a sobrevida global (PANTEL; 

HILLE; SCHER, 2019). 

Acredita-se que no início do processo de metastatização, as CTC apresentem um fenó- 

tipo EMT híbrido, com boa taxa de detecção pelo CellSearch em função dos marcadores 

epiteliais.  Elas são importantes para o desenvolvimento das lesões secundárias.  À me- 

dida em que a doença progride e os focos metastáticos proliferam, aumenta a EMT com 

maior quantidade de células liberadas na corrente sanguínea.  Passam a predominar as 

mesenquimais que são indetectáveis pelo método, (LOWES et al., 2016) motivo pelo qual 

aproximadamente 30 a 40% dos pacientes com mCRPC apresentam baixos níveis de cap- 

tura (BITTING et al., 2015). 

Na busca de novos biomarcadores utilizou-se a metodologia 3D Cell-SELEX.  O ob- 

jetivo foi selecionar aptâmeros, neste estudo, formados por oligonucleotídeos de RNA 

ligantes contra células do CaP.  Um pool de ácido desoxirrubonucléico (DNA) do san- 

gue de pacientes com a doença foi obtido, clivado, amplificado por Reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e, posteriormente, convertido em RNA, produzindo uma biblioteca do 

material genético. Essas moléculas foram inicialmente incubadas com linhagem prostática 

não neoplásica RWPE-1 e as sequências que se ligaram foram desprezadas.  Oito ciclos 

subsequentes de amplificação foram realizados, utilizando a linhagem tumoral PC-3 para 

seleção positiva dos aptâmeros (SOUZA et al., 2015). 

Todas as células foram incubadas em meio contendo nanopartículas de oxido férrico e 

ouro e, posteriormente, submetidas à ação de campo magnético. O arranjo tridimensional 

resultante formado in vitro é mais fidedigno em relação às características morfológicas e 

funcionais do tumor in vivo (SOUZA et al., 2015). 

O aptâmero tem a capacidade de se tornar ferramenta versátil tanto para o diagnóstico 

quanto para o tratamento de algumas neoplasias. Os oligonucleotídeos apresentam van- 

tagens em relação aos anticorpos monoclonais como melhor penetração tecidual, ausência 

de imunogenicidade, menor tamanho, maior especificidade, facilidade de síntese e manipu- 

lação laboratoriais, habilidade em reconhecer a conformação das moléculas alvo expressas 

na superfície celular (CHANG; DONOVAN; TAN, 2013).  Recentemente também foram 

testados no tratamento, por exemplo, como moléculas específicas para o Antígeno pros- 

tático específico de membrana (PSMA), marcador de células tumorais encontrado tanto 

nas sensíveis quanto nas insensíveis aos andrógenos (HORI et al., 2018). 

Dentre os aptâmeros 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 

terapêuticos e identificou CTC em todos os casos.  Uma vez que não foram utilizados 
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marcadores epiteliais no estudo, essa detecção pode estar associada ainda a células me- 

senquimais.   Apesar de ter utilizado uma pequena amostra, o uso do oligonucleotídeo 

demonstrou ser promissor no diagnóstico 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 parâmetros de uma única célula a partir de um fluxo de fluido que passa 

através de uma fonte de luz. As principais características são granulosidade, tamanho e 

fluorescência produzida por um fluoróforo acoplado a um ligante específico de um alvo 

(ADAN et al., 2017). Neste estudo, a Isotiocianato de fluoresceína (FITC) está ligada ao 

aptâmero A4 que, por sua vez, é específico para uma proteína ainda não identificada, mas 

expressa pelas células PC-3. 
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3.1   Desenho do estudo 

 
Este trabalho se constitui em um estudo prospectivo, transversal e analítico, realizado 

no Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia entre os meses de maio 

a junho de 2018.  A população envolvida no estudo é composta por 18 pacientes com 

CaP em seguimento durante e após tratamento, subdivididos em quadro localizado (12 

indivíduos) e metastático (6 indivíduos).   Um paciente apresentava doença localizada 

virgem de tratamento. O grupo controle foi composto por 14 indivíduos, sendo 4 mulheres 

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

3.2   Critérios de inclusão 

 
Foram selecionados pacientes em acompanhamento no serviço de urooncologia do Hos- 

pital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia com prontuário legível em relação 

ao histórico do tratamento do CaP. Os indivíduos deveriam conter informações registra- 

das em prontuário acerca do PSA pré-tratamento, escore de Gleason da biópsia, histórico 

terapêutico.  O valor de PSA mais recente poderia ser, no máximo, referente a um mês 

antes da data da entrevista, para que se considerasse a inclusão do indivíduo 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 exclusão 

 
Foram excluídos do processo de amostragem pacientes sem registro em prontuário do 

PSA pré tratamento, escore de Gleason da biópsia ou do histórico terapêutico. Pacientes 

cujo PSA mais recente tivesse data superior a um mês do dia da entrevista também não 

fizeram parte do estudo. 
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Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos da Universidade Federal de Uberlândia, como consta no documento nos Apên- 

dices. 
 
 

3.4   Coleta dos dados  

 

3.4.1   Amostra de sangue  
 

Amostras de sangue periférico de 33 participantes foram coletadas no Hospital de 

Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia em tubos com Ácido etilenodiamino tetra- 

acético (EDTA), num total de 8mL. No momento da coleta, foram obtidos do grupo 

com a malignidade os dados idade e estadiamento patológico - PSA pré tratamento, 

escore de Gleason no espécime da biópsia transretal, escore de Gleason no espécime da 

prostatectomia radical, tomografia computadorizada ou ressonância magnética de pelve, 

cintilografia óssea, PSA até um mês antes da entrevista, histórico terapêutico. Todos os 

dados foram registrados em tabela do Excel. 

 

3.4.2   Aptâmero A4 conjugado com FITC  
 

O aptâmero 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 sequência de nucleotídeos:  5’FITC- 

AGCCGAGAGGUAAGCAAAACCACGCCCG3’  (Invitrogen, EUA) (Figura 1). 

Para o uso nos ensaios, a molécula liofilizada foi ressuspendida em água de injeção até 

uma solução estoque de concentração 100 µM. 

 

3.4.3   Marcação de CTCs por citometria de fluxo  
 

As amostras de sangue foram submetidas a separação do plasma, através de centri- 

fugação a 1500 rpm durante 10 minutos.  A camada de leucócitos foi analisada.  A cada 

tubo de citometria foram adicionados 100 µL da camada de leucócitos para sua incubação 

a 4oC por 30 minutos.  Um tubo foi incubado sem marcadores, servindo como controle 

da marcação do aptâmero A4 conjugado com FITC (A4-FITC). Os três tubos restantes 

foram então incubados com os seguintes volumes dos marcadores: 0,2 µL da solução esto- 

que do aptâmero A4-FITC (Invitrogen, EUA); 0,25 µL do anticorpo CD45-PE (368510, 

BioLegend, EUA) e 0,25 µL de EpCAM-APC (324208 , BioLegend, EUA); e 0,25 µL 

do isotipo controle IgG1   de camundongo conjugado com Ficoeritrina (PE) (400114 , 

BioLegend, EUA) e 0,25 µL do isotipo controle IgG2b  de camundongo conjugado com 

Aloficocianina (APC) (400322, BioLegend, EUA). Tampão de lise de hemácias 1x (Invi- 

trogen, EUA) foi adicionado para incubação por 10 minutos. Após essa etapa, os tubos 



 
 
 

 
Capítulo 3.   Materiais e Métodos 22 

 

Figura 1 – Estrutura bidimensional do aptâmero A4 predita pelo servidor web UNAFold. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

foram centrifugados a 200xg por 5 minutos à temperatura ambiente e o sobrenadante foi 

descartado.  O pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampão Solução salina tamponada 

com fosfato (PBS) 1x,1% Albumina de soro bovino (BSA) e 0,1% azida básica, lavado 

por centrifugação e novamente ressuspendido em 200µL do mesmo tampão para análise 

da marcação no citômetro de fluxo (Figura 2) (Accuri C6, Becton Dickinson, EUA). O 

método foi capaz de fornecer a porcentagem de leucócitos e granulócitos com diferentes 

combinações de marcadores, bem como a intensidade média de fluorescência do Aptâmero 

A4 e da EpCAM em ambas as populações. 

Os leucócitos (Figura 3) e, posteriormente, granulócitos (Figura 4) com as marcações 

A4+; CD45-EpCAM+; e A4+ em CD45-EpCAM+ (CD45-EpCAM+A4+), assim como 

a Intensidade média de fluorescência (MFI) dos marcadores A4 e EpCAM das amostras 

foram obtidas através do citômetro de fluxo Accuri C6, selecionados a partir do tubo sem 

marcação1,2. 
 

1 SSC-A: área da dispersão lateral, do inglês Side SCattering-Area. 
2 FSC-A: área da dispersão frontal, do inglês Frontal Scattering-Area. 
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Figura 2 – Preparação e processamento das amostras para detecção de CTCs no sangue 
periférico de pacientes usando análise de citometria de fluxo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3 – Imagem ilustrativa da janela de seleção realizada para a análise da população 

de leucócitos. 
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Figura 4 – Imagem ilustrativa da janela de seleção realizada para a análise da população 
de granulócitos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.5   Análises estatísticas  

 
A comparação entre os grupos de indivíduos foi feita pelo teste Mann-Whitney para 

variáveis não paramétricas. A análise de correlação de Spearman foi aplicada para as va- 

riáveis laboratoriais e clínicas. Os parâmetros diagnósticos das variáveis foram calculados 

com base na análise da curva ROC3. Todas as análises foram desenvolvidas no programa 

Graph Pad Prism, versão 7.0, considerando o valor de p menor que 0,05 como significante. 

Avaliou-se, neste trabalho, o valor clínico da co-marcação do aptâmero A4 e o anticorpo 

anti-EpCAM, incluindo a marcação negativa de CD45, nas populações de granulócitos e 

leucócitos em pacientes sem terapia prévia ou em tratamento para CaP localizado e com 

doença metastática em terapia hormonal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3 Característica de operação do receptor, do inglês Receiver Operating Characteristic 
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4.1   Características dos pacientes 

 
A Tabela 1 apresenta as características clínicas e laboratoriais das populações de 

pacientes e controles.  Os portadores da enfermidade possuíam neoplasia localizada em 

diferentes fases; virgem de tratamento, durante e após terapia com intenção curativa. 

Havia ainda aqueles com doença metastática sensível à castração 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 indivíduos foram retirados das correlações e mediana envolvendo 

o PSA, um com metástases em início de hormonioterapia e dosagem sérica de PSA de 

2333ng/mL e o outro virgem de tratamento com valor 11ng/mL. 

Levando-se em consideração as variáveis laboratoriais, apenas porcentagem de CD45- 

EpCAM+ e a intensidade média de fluorescência ( MFI) do aptâmero A4 em A4+CD45- 

EpCAM+, ambos na população de granulócitos, foram significativamente diferentes entre 

os grupos em uma análise comparativa1,2. (Tabela 1) 

Outras duas variáveis, porcentagem de CD45-EpCAM+ e porcentagem de A4+CD45- 

EpCAM+, ambas na população de leucócitos, não apresentaram diferença estatistica- 

mente significativa entre os grupos, considerando p menor que 0,05. Entretanto, chegaram 

próximas a essa condição, respectivamente 0,06 e 0,07. Em virtude do pequeno tamanho 

da amostra, o valor de p pode não ser muito preciso e, portanto, essas análises podem 

apresentar algum significado considerando uma maior amostragem. 
 

1 Valores de p estatisticamente significativos pelo teste de Mann-Whitney são mostrados em negrito. 
2 n: número de indivíduos. 

4  
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Tabela 1 – Fatores clinicopatológicos e laboratoriais dos indivíduos investigados. 
 

Variável Controles  (n=14)  Pacientes  (n=19)  
 

Idade (anos) - média (intervalo) - 74 (56-85) 
PSA (ng/mL) - mediana (intervalo) - 0,328 (0,04-1.195) 
Granulócitos  A4 + (%)  - mediana  3,45 (0,61-42) 5,99 (1,23-27,9) 
(intervalo) 
Granulócitos  CD4 5 -EpCAM +  0,07 (0,02-0,8) 0,018 (0-0,19) 
(%) - mediana (intervalo) 
Granulócitos  A4 +CD4 5 -  58,1 (18,8-100) 66,7 (0-100) 
EpCAM+ (%) - mediana (intervalo) 
M F I  d e  A 4  e m  granulóci tos  (u.  3399 (2631-14191) 3340 (2096-7656) 
a.) - mediana (intervalo) 
MFI de EpCAM em  granulócitos 3065 (1870-6148) 2615 (1216-8897) 
CD45-EpCAM+ -  mediana (inter- 

valo) 
MF I   de   A4    em    granulócitos  58346 (3838-2400000) 145559 (4336-2400000) 
A 4 + C D 4 5 - E p C A M +  (u .    a . )    -  

mediana (intervalo) 
Leucócitos A4+ (%) - mediana (in- 12,35 (3,71-35,1) 10,7 (1,34-37,2) 
tervalo) 
Leucócitos CD4 5 - Ep C A M +  (%)  0,06 (0-0,69) 0,013 (0-0,0,17) 
- mediana (intervalo) 
Leucócitos  A 4 + C D 4 5 - Ep C A M +  30,5 (0-64) 71,15 (0-100) 
(%) - mediana (intervalo) 
M F I  de  A 4  e m  leucócitos  (u.  a.) 3238 (2227-7973) 3171 (1924-21566) 
- mediana (intervalo) 
M F I  de  E p C A M  e m  leucócitos -  4303 (0-9154) 2547 (0-10298) 
mediana (intervalo) 

Valor 
d e  p  

- 
- 
0,32 

0,01 

0,38 

0,46 

0,38 

 
0,03 
 
 
0.52 

0,06 

0,07 

0,40 

0,19 

 
Valores de p estatisticamente significativos pelo teste de Mann-Whitney são mostrados em ne- 

grito.   n:  número de indivíduos.   MFI: intensidade de fluorescência média, do inglês Mean 

Fluorescence Intensity.  u.  a.:  unidades arbitrárias.  PSA: antígeno prostático específico, do 

inglês Prostate Specific Antigen. 
 

4.2   Potenciais marcadores para o câncer de próstata  

 
Em função da diferença entre os grupos na porcentagem de CD45-EpCAM+ e na MFI3 

de A4 em A4+CD45-EpCAM+, ambos na população de granulócitos, o cutoff  destas 

variáveis foi estabelecido por meio da curva ROC4 (Figura 5), onde as barras representam 

a média e o desvio padrão em cada grupo. A linha vermelha nos gráficos A e B representa 

o valor de cutoff  da curva Receiver Operating Characteristic (ROC) nos gráficos C e D, 

respectivamente.  A linha azul no gráfico B representa um valor acima do qual não há 

controles. 

Para a porcentagem de granulócitos CD45-EpCAM+, um valor abaixo do cutoff  foi 

considerado positivo para o diagnóstico de CaP, altamente específico, com menor propor- 

ção de falsos positivos. Já para a MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+, um 

resultado acima da referência foi associado à presença de tumor.  Este teste apresentou 

elevadas sensibilidade e especificidade (Tabela 2). 
 

3 MFI: intensidade de fluorescência média, do inglês Mean Fluorescence Intensity. 
4 ROC: característica de operação do receptor, do inlês Receiver Operating Characteristic. 
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Figura 5 – Valores das variáveis laboratoriais de granulócitos nos grupos de indivíduos 

controles e pacientes.  A) Porcentagem de granulócitos CD45-EpCAM+.  B) 

MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+. C) Curva ROC da porcen- 

tagem de granulócitos CD45-EpCAM+.  D) Curva ROC de MFI de A4 em 

granulócitos A4+CD45-EpCAM+. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

No monitoramento do CaP, considerando-se o MFI de A4 em granulócitos A4+CD45- 

EpCAM+,  todos os pacientes com valor acima do cutoff  em azul apresentam CTCs 

detectáveis à citometria de fluxo e, assim, possíveis metástases.  Resultados abaixo da 

referência5  devem ser interpretados como livres de doença.  Situação semelhante ocorre 

nos indivíduos do grupo controle, composto por indivíduos do sexo feminino e homens 

com menos de 35 anos de idade considerados, portanto, sem a malignidade. O método foi 

capaz de diferenciar células neoplásicas das não tumorais a partir da fluorescência emitida 

pelo aptâmeto A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+. Células epiteliais normais com 

a marcação negativa para CD45 e positiva para EpCAM apresentam menores valores de 

MFI em comparação às cancerígenas após o acréscimo do oligonucleotídeo. 

A análise da porcentagem de leucócitos CD45-EpCAM+ conjugada com o aptâmero 

A4, demonstrou uma chance 18 vezes maior de apresentar metástases para valores acima 

de 56,9%.   O teste se mostrou como um método de boa acurácia em função da alta 

especificidade e VPP (Tabela 2).   Embora não tenha apesentado diferença estatística 

quando comparada entre os grupos - ao nível de 5% - a variável considerada mostrou um 

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

5 u.a.: unidades arbitrarias. 
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Tabela 2 – Parâmetros diagnósticos para o câncer de próstata, conforme variáveis anali- 
sadas por citometria de fluxo. 

 
Variável 

 
Granulócitos  CD45- 
E pC A M + (%)  
M F I   de   A 4   e m   gra-  

nulócitos A4 +CD45-  
E p C A M +  (u.  a .)  

Leucócitos  A4 +C D4 5 -  

E pC A M + (%)  

Cutoff S  E  V P P   V P N   A  RV  Chance  
de risco 

<0,0285 67% 89% 89% 67% 76,2   6 16 
 
>68082 80% 80% 80% 80% 80,0   4 16 
 
 
>56,9 67% 90% 89% 69% 77,3   6,7 18 

P  

0,02 

0,01 

 
0.01 

S: Sensibilidade.   E: Especificidade.   VPP: Valor Preditivo Positivo.   VPN: Valor Preditivo 

Negativo. A: Acurácia RV: Razão de verossimilhança. MFI: intensidade de fluorescência média, 

do inglês Mean Fluorescence Intensity. u. a.: unidades arbitrárias. 
 

Figura 6 – Valores da variável laboratorial de leucócitos nos grupos de indivíduos controles 

e pacientes .  A) Porcentagem de leucócitos A4+CD45-EpCAM+.  B) Curva 

ROC da porcentagem de leucócitos aptâmero A4+CD45-EpCAM+. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

As barras na Figura representam a média e o desvio padrão em cada grupo.  A linha 

vermelha no gráfico A representa o valor de cutoff  da curva ROC no gráfico B. A linha 

azul no gráfico A representa um valor acima do qual não há controles. 

No monitoramento do CaP, levando-se em conta a porcentagem de leucócitos A4+CD45- 

EpCAM+, resultados acima de 64% medidos pela citometria de fluxo são específicos para 

identificação de CTCs, as quais poderão ser relacionadas a possíveis metástases6. Valores 

abaixo do cutoff  são considerados livres de doença uma vez que situação semelhante é 

encontrada nos indivíduos do grupo controle. O método foi capaz, portanto, de identificar 

um quadro disseminado a partir de 64% de leucócitos com essa combinação de marcadores 

na amostra de sangue periférico. 

O MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+ foi o indicador que apresen- 

tou maior acurácia na amostragem, enquanto a porcentagem de leucócitos A4+CD45- 

EpCAM+ foi o indicador que apresentou maior chance de risco.  Todos os três testes 

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

6 AUC: área sob a curva, do inglês Area Under the Curve. 
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4.3  Correlação das variáveis clinicopatológicas e  la-  

boratoriais de pacientes  

 
Considerando-se todo o grupo amostral, a MFI de A4 em granulócitos A4+CD45- 

EpCAM+ e a porcentagem de leucócitos A4+CD45-EpCAM+ não tiveram correlações 

estatisticamente significativas com as variáveis clinicopatológicas idade ou PSA total7. Já 

a porcentagem de granulócitos CD45-EpCAM+ e o PSA total8 apresentaram correlação de 

Spearman moderadamente alta, com o coeficiente  maior que 0,7. (Tabela 3) Observou-se 

uma relação inversa entre ambos os parâmetros (Figura 7). 

 
Tabela 3 – Análise de correlação de Spearman entre as variáveis laboratoriais dos granu- 

lócitos e leucócitos analisados por citometria de fluxo e as variáveis clinicopa- 

tológicas dos pacientes com câncer de próstata avaliados. 
 

Variável clinico- 
patológica  

 
 

Idade 
 
 

PS A total 

 
 

 
P 

P 

N 

P 

P 

N 

Leucócitos A4+ em  

CD4 5 - EpCA M+ 

(%) 
0,341 

0,254 

13 

0,418 

0,199 

11 

Granulócitos 

CD4 5 -EpCAM+ 

(%) 
-0,365 

0,221 

13 
-0,766 

0,005 

11 

MFI  de  A4  
Granulócitos 
(u.a) 
-0,028 

0,929 

13 

0,425 

0,220 

10 
 

Valores de p estatisticamente significativos são mostrados em negrito.   :  rho, coeficiente de 

Spearman.  p: valor de p.  n: número de indivíduos.  MFI: intensidade de fluorescência média, 

do inglês Mean Fluorescence Intensity.  PSA: antígeno prostático específico, do inglês Prostate 

Specific Antigen. 
 

Para um PSA nadir de 0,06ng/mL a partir do qual considera-se maior risco de recor- 

rência tumoral após tratamento com radioterapia ou de 0,2ng/mL para bloqueio androgê- 

nico, seis pacientes estavam sob condição de risco. Desses, cinco foram confirmados pela 

porcentagem de granulócitos CD45-EpCAM+. Consideramos que apenas um estava livre 

de neoplasia.  Abaixo do cutoff  0,028 encontramos outros dois participantes com CTCs 

que falharam na detecção pelo PSA. 

De acordo com a atual definição de recidiva bioquímica em pacientes com doença 

localizada tratados com radioterapia e bloqueio androgênico, nenhum caso se enquadrou 

nessa situação.   Entretanto, abaixo do cutoff  da porcentagem de granulócitos CD45- 

EpCAM+, detectamos CTC em pouco mais da metade deles. 

Para os casos metastáticos em hormonioterapia todos aqueles em risco de progressão 

para doença refratária à castração baseados no PSA, foram confirmados pela porcentagem 

de granulócitos CD45-EpCAM+. 

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

em risco de progressão. Desses, quatro foram confirmados a partir de 64% de leucócitos 
 

7 CI: intervalo de confiança, do inglês Coefficient Interval. 
8 PSA: antígeno prostático específico, do inglês Prostate Specific Antigen 
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Figura 7 – Análise de correlação da porcentagem de granulócitos CD45-EpCAM+ com 

o PSA total.  (Vermelho:  pacientes submetidos a tratamento com bloqueio 

androgênico e radioterapia, Verde: participantes tratados com terapia hormo- 

nal.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8 – Análise de correlação da porcentagem de leucócitos A4+CD45-EpCAM+ com 

o PSA total.  (Vermelho:  pacientes submetidos a tratamento com bloqueio 

androgênico e radioterapia, Verde: participantes tratados com terapia hormo- 

nal.) 
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A4+CD45-EpCAM+ enquanto outros dois foram interpretados como livres de doença. 

Encontramos ainda dois casos com CTCs que falharam na detecção pelo PSA. 

Em relação à recidiva bioquímica nos pacientes com doença localizada tratados com 

radioterapia e bloqueio androgênico, nenhum caso se enquadrou nessa situação.  Entre- 

tanto, a partir do cutoff da porcentagem de leucócitos A4+CD45-EpCAM+, detectamos 

CTC em mais da metade deles. 

Para os casos metastáticos em hormonioterapia de todos aqueles em risco de progressão 

para doença refratária à castração baseados no PSA, apenas um não foi confirmado pela 

porcentagem de leucócitos A4+CD45-EpCAM+. 

A tabela 4 traz o registro dos valores de PSA, porcentagem de leucócitos A4+CD45- 

EpCAM+, MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+ e porcentagem de granu- 

lócitos A4+ em CD45-EpCAM+ de cada participante do grupo de pacientes.  Os doze 

primeiros são aqueles com doença localizada durante e após tratamento e os seis subse- 

quentes (do 13 ao 18) metastáticos em terapia androgênica. O último indivíduo apresen- 

tava neoplasia localizada virgem de tratamento. (Tabela 4) 

 
Tabela 4 – Resultados das análises das combinações de marcadores e PSA total dos pa- 

cientes com neoplasia de próstata. 
 

Paciente 
 
 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 
10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

Leucócitos A 4 +  
em  CD45- 
E p C A M +  (%)  

- 
- 
- 
- 
75 

78.6 

68.8 

100 
- 
0 

100 

0 

73.5 
- 

23.5 

60 

13.4 

87.1 

0 

M F I  de  A 4  Gra-  

nulócitos (u.a) 
 
- 
- 
- 
- 
77201 

125685 

69464 

162333 
- 
- 

202141 

326428 

801000 
- 
108149 

2400000 

807000 

128785 

4336 

Granulócitos 

CD4 5 -EpCAM+ 

(%) 
- 
- 
- 
- 

0,030 

0,043 

0,011 

0,018 
- 
0 

0,088 

0,027 

0,006 
- 

0,043 

0,011 

0,190 

0,005 

0,010 

PS A  
(ng /m L)  
 
1,09 

0,33 

0,13 

0,04 

0,02 

0,40 

0,29 
<0,03 

0,17 

1,30 
<0,01 

0,04 

1,07 
2 
<0,03 

3,46 

2333 

0,48 

11 

 
A amostragem de pacientes apresentou características heterogêneas da CaP.  Divi- 

dimos os participantes em dois subgrupos sendo um com neoplasia localizada, no qual 

nenhum dos três testes apresentou correlação com o PSA total e outro com tumor metas- 

tático. (Tabela 5). 

Apenas a MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+ apresentou resultado pró- 

ximo a um valor estatisticamente significativo com alta correlação de Spearman (0,9), ao 
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Tabela 5 – Análise de correlação de Spearman entre as variáveis laboratoriais dos granu- 

lócitos e leucócitos analisados por citometria de fluxo e a variável dosagem de 

PSA dos pacientes com câncer de próstata localizado avaliados. 
 

Variável 
PS A total 

ρ 
P S A  total P  

N 

Leucócitos    A 4 +    e m  

CD45-EpCAM+ (%)  
-0,600 

0,154 

7 

Granulócitos CD45-  

E pC A M + (%)  
-0,607 

0,166 

7 

M F I  de  A 4  Gra-  

nulócitos (u.a) 
-0,314 

0,563 

7 
 

Figura 9 – Análises de correlação da variável laboratorial MFI de A4 em granulócitos 

A4+CD45-EpCAM+ com o PSA total nos pacientes metastáticos em reposição 

hormonal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

analisarmos os pacientes com doença metastática em terapia hormonal.  Um caso apre- 

sentou erro na identificação de CTCs e não pôde ser considerado.  A MFI do paciente 

com PSA 2333ng/mL não foi registrada no gráfico abaixo, porém está acima da referên- 

cia determinada (Figura 9).  Todos apresentaram maior risco de progressão da doença. 

Vale ressaltar que erros de precisão no cálculo de p podem ocorrer em função do pequeno 

tamanho amostral. (Tabela 6) 

 
Tabela 6 – Análise de correlação de Spearman entre as variáveis laboratoriais dos granu- 

lócitos e leucócitos analisados por citometria de fluxo e a variável dosagem de 

PSA dos pacientes com câncer de próstata metastático avaliados. 
 

Variável 
PS A total 

P  
P S A  total P  

N 

Leucócitos    A 4 +    e m  

CD45-EpCAM+ (%)  
-0,400 

0,516 

5 

Granulócitos CD45-  

E pC A M + (%)  
-0,400 

0,516 

5 

M F I  de  A 4  Gra-  

nulócitos (u.a) 
-0,900 

0,083 

5 
 

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

progressão da doença, ou seja, acima do valor de referência. Todos foram confirmados pelo 
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MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+. Identificamos ainda um paciente com 

CTCs em que houve falha bioquímica na detecção pelo PSA, cuja dosagem do marcador 

era menor que 0,2ng/mL. 
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Essa pesquisa prospectiva teve o objetivo de detectar células tumorais circulantes 

(CTCs) através da citometria de fluxo a partir de três marcadores pré-selecionados, 

EpCAM, CD45 e a proteína alvo do aptâmero A4, na corrente sanguínea de pacientes 

com CaP. As populações de células estudadas foram os leucócitos e granulócitos. Por ser 

um estudo pioneiro na pesquisa das combinações dos marcadores supracitados, focamos 

na identificação das CTCs em portadores da neoplasia de próstata em diferentes estágios 

da doença - localizada virgem de tratamento ou submetida a terapia com intenção cura- 

tiva e tumor metastático em bloqueio hormonal. Posteriormente foi realizada correlação 

entre os achados e as variáveis clinicopatológicas idade, cor de pele, estadiamento local e 

dosagem do antígeno prostático específico (PSA) total. 

A proporção de CTCs em relação às hemácias e aos leucócitos no sangue é de aproxi- 

madamente uma em cem milhões e de uma a cada dez mil, respectivamente (KIRBY et al., 

2012). Portanto, processos de enriquecimento são necessários para a detecção e quantifi- 

cação celular, purificando-as em relação aos demais elementos plasmáticos (MIYAMOTO; 

SEQUIST; LEE, 2014).  Atualmente a única metodologia aprovada pelo FDA é o Cell- 

Search, na qual toda a amostra celular do sangue é analisada e CTCs nucleadas são 

identificadas através da expressão da EpCAM, das citoqueratinas 8, 18 e 19 e a marcação 

negativa do CD45 (MIYAMOTO; SEQUIST; LEE, 2014). 

Limitações do CellSearch envolvem a perda de células ao longo das etapas de purifi- 

cação, a ineficiente separação magnética, inviabilidade celular após fixação, interpretação 

subjetiva do operador. Ainda há o fato de existirem CTCs que não expressam a EpCAM 

e, assim, não são detectadas. Tal alteração é característica do fenótipo de indiferenciação 

celular resultante do fenômeno EMT (LI et al., 2015). Outras células não possuem cito- 

queratinas, apesar da presença do EpCAM, as quais não são capturadas pelo CellSearch 

(WANG et al., 2016). 

O método proposto nesta investigação utiliza apenas a camada de leucócitos da amos- 

tra de sangue periférico.  Os dados correspondentes às combinações dos três marcadores 

foram obtidos a partir das populações de leucócitos e, posteriormente, de granulócitos as 

5  
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quais foram submetidas à análise pela citometria de fluxo.  A MFI corresponde à aná- 

lise da imagem emitida pela fluorescência do biomarcador naquela população específica. 

Alguns estudos sugerem que embora seja desejável avaliar as mudanças na intensidade 

dos marcadores, é uma opção menos viável em função da menor resolução dos softwares 

(SATELLI et al., 2017). Já as porcentagens de leucócitos e granulócitos correspondem ao 

método de quantificação celular que é similar ao CellSearch, baseado na enumeração das 

células (WANG et al., 2016). 

Apesar de aprovado, o CellSearch tem uso limitado na prática clínica e ainda não 

foi recomendado nas diretrizes.   Não foi demonstrada uma influência dos achados na 

determinação do tratamento a ser instituído ou na resposta a um determinado agente 

terapêutico(MAAS et al., 2019; WANG et al., 2016). Células normais também são lança- 

das na circulação em decorrência da toxicidade do tratamento e o método não é capaz de 

diferenciá-las em relação às neoplásicas (WANG et al., 2016). O fenótipo capturado atra- 

vés da combinação EpCAM, CD45 e citoqueratinas é de célula epitelial e não mesenquimal 

ou tumoral (WANG et al., 2016). A taxa de detecção, por todos os motivos supracitados, 

oscila entre 54 e 62% (WILBAUX et al., 2015). Foi demonstrada sensibilidade de 53% e 

especificidade de 83% do CellSearch na identificação de CTCs em pacientes metastáticos 

(SATELLI et al., 2017). 

O AdnaTest é um outro método que também utiliza o anti-EpCAM, mas complementa 

a análise com PSA, PSMA e Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), resul- 

tando em detecção de 67% dos pacientes metastáticos antes do tratamento (ALBINO et 

al., 2013). Contudo, não foi utilizado para o monitoramento de recorrências da neoplasia. 

O aptâmero A4 é um oligonucleotídeo com alta afinidade pela linhagem celular PC3 do 

CaP cuja molécula alvo ainda não foi determinada (SOUZA et al., 2015). Analisado como 

biomarcador EpCAM independente, acredita-se que não esteja relacionado a detecção 

do fenótipo epitelial.   Apresentou acurácia de 98% na identificação de CTCs através 

da citometria de fluxo, com sensibilidade de 97% e especificidade 100% em pacientes 

virgens de tratamento e sob diferentes regimes terapêuticos (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 detecção de CTCs em 

pacientes com neoplasia de próstata em diferentes fases da doença (SATELLI et al., 

2017). Resultados esses mais próximos ao rendimento do aptâmero A4 o que sugere que 

o oligonucleotídeo possa ser marcador de fenótipo indiferenciado. 

A análise dos dados dos participantes de nossa pesquisa permitiu observar diferença 

entre pacientes e controles nas porcentagens de granulócitos CD45-EpCAM+.  A menor 

porcentagem de células com essa combinação de marcadores nos indivíduos com CaP 

durante ou após tratamento em relação àqueles sadios, sugere um maior grau de perda 

das características epiteliais das CTCs, indicando avanço no fenômeno EMT. Observação 

importante a ser feita em relação ao paciente 19, virgem de tratamento com doença loca- 
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lizada que apresentava baixa porcentagem de granulócitos CD45-EpCAM+ foi atribuída 

à reduzida quantidade de CTCs e não à indiferenciação celular. 

Já a diferença entre os grupos na porcentagem de leucócitos A4+CD45-EpCAM+ e 

a MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+ foi interpretada como indicativo de 

maior presença de células neoplásicas indiferenciadas no sangue periférico dos pacientes 

com CaP. Valores de referência foram sugeridos para cada uma das combinações a partir 

dos quais os casos poderiam ser interpretados como portadores de CTCs uma vez que a 

situação não ocorre em nenhum indivíduo do grupo controle.  Assim, a partir dos cutoff 

estabelecidos haveria elevada especificidade na identificação de CTCs no monitoramento 

da neoplasia de próstata em paciente durante ou após tratamento. 

O PSA é preconizado em todas as etapas do câncer de próstata (CaP): rastreamento, 

diagnóstico, recidiva, prognóstico e eficácia 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) têm maior importância estatística por relatarem confiança 

no valor do teste (PRENSNER et al., 2012). 

A meia vida das CTCs na corrente sanguínea é de 58 dias enquanto a da molécula de 

PSA é de 85 dias, um dos motivos pelos quais sugere-se maior fidedignidade da oscilação 

das CTCs no monitoramento da doença (WILBAUX et al., 2015). Os resultados do Cell- 

Search indicam que a quantificação de CTCs prediz melhor a sobrevida e seria, portanto, 

melhor marcador de resposta a diferentes tratamentos (MIYAMOTO; SEQUIST; LEE, 

2014). 

As análises das porcentagens de granulócitos CD45-EpCAM+ e leucócitos A4+CD45- 

EpCAM+, apresentaram sensibilidade inferior ao PSA para o diagnóstico, porém maior 

especificidade e VPP.   O MFI de A4 em granulócitos A4+CD45-EpCAM+ foi o que 

demonstrou maior acurácia dentre os três. Cada teste supracitado identificou CTCs em 

pouco mais da metade dos doentes, apesar da maioria ser considerada em situação de 

controle quando analisada a dosagem de PSA. As combinações específicas dos marcadores 

demonstraram ser promissoras na detecção de CTC, com maior confiança em relação ao 

PSA na identificação de metástases.   Resta saber qual a importância prognóstica dos 

achados da biópsia líquida na sobrevida global e livre de progressão. 

Quando analisados todos os participantes, houve uma relação inversa entre a porcen- 

tagem de granulócitos CD45-EpCAM+ e o PSA total.  Considerando que o EpCAM é 

uma molécula de adesão celular e o CD45 é específico de leucócitos, os baixos níveis dessa 

combinação podem indicar a presença do fenômeno EMT com células tumorais indiferen- 

ciadas na corrente sanguínea.  Estes marcadores foram coincidentemente associados aos 

valores mais elevados de PSA, o que sugere maior risco de progressão. Outros dois casos 

evidenciaram CTCs porém com baixo PSA, provavelmente em virtude de um processo de 

indiferenciação celular mais avançado que não é refletido pela dosagem do antígeno. 
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5.1   Monitoramento na doença localizada  

 
Diferentes cohorts estabeleceram positividade do CellSearch em apenas 10% a 17% 

dos casos de CaP de alto grau localizado. Não houve correlação entre a detecção e o vo- 

lume tumoral, PSA, escore de Gleason, estadiamento ou recidiva bioquímica (NEUHAUS; 

YANG, 2018; DAVIS et al., 2008; THALGOTT et al., 2015; MEYER et al., 2016).  É 

incerto se a metodologia não possui sensibilidade para captura de baixos níveis de CTCs 

(KUSKE et al., 2016). 

Levando-se em conta o monitoramento de recidiva bioquímica após radioterapia, de- 

finida como PSA acima de 2ng/mL do nadir (NGUYEN; BOLDT; RODRIGUES, 2015), 

não foi estabelecido um valor absoluto abaixo do qual possa ser determinado controle a 

longo prazo. Até 25% dos pacientes apresentam elevação tardia, mesmo que inicialmente 

haja resposta favorável (VICINI et al., 2005).  Cerca de 30 a 50% dos casos irão desen- 

volver recorrência nos primeiros 10 anos (ROVIELLO et al., 2017).  Geara et al. (2017) 

sugerem que um nadir menor que 0,06ng/mL está associado a melhor prognóstico em 

relação a progressão clínica da doença (GEARA et al., 2017; STENMAN et al., 2005). 

Os participantes do nosso estudo com doença localizada não apresentaram correlação 

entre os testes baseados na detecção 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 bioquímica e alguns com o marcador abaixo do nadir 

proposto de 0,06ng/mL. Mesmo com essa redução, CTCs foram identificadas em todos os 

casos por pelo menos uma das combinações propostas, o que reforça a precariedade do PSA 

no monitoramento do CaP (VICINI et al., 2005). A captura de CTCs pode corresponder 

à existência de células metastáticas com possível recorrência clínica da doença no futuro. 
 
 

5.2   Monitoramento na doença metastática  

 
Atualmente, a importância prognóstica das CTCs está bem documentada para a do- 

ença metastática resistente à castração. Poucos estudos abordam seu papel nos quadros 

hormônio-sensíveis. Entretanto, sugerem que haja piora na sobrevida e maior progressão 

tumoral com o aumento das CTCs (PANTEL; HILLE; SCHER, 2019; FOLKERSMA et 

al., 2012). 

Pacientes com doença metastática em terapia hormonal são 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. propõe 0.5ng/mL (CRAWFORD et al., 2013). Sabe- 

se ainda que há piora prognóstica significativa quando o PSA está acima de 4ng/mL 

durante bloqueio androgênico (HUSSAIN et al., 2006).  Menores valores sugerem baixa 

atividade do receptor androgênico ou progressão de doença independente deste. Dosagens 

elevadas podem indicar supressão incompleta ou atividade alterada do mesmo e, portanto, 
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risco de evolução para resistência à castração antes de evidências clínicas de recorrência 

da neoplasia.  Assim, o PSA total não é fidedigno da resposta glandular ao tratamento 

(CRAWFORD et al., 2013).  Segundo Helo et al.  houve correlação moderada entre os 

valores de PSA e a contagem de CTC pelo CellSearch nas neoplasias hormônio-resistentes 

(HELO et al., 2009). 

Dentre as três combinações de marcadores e as diferentes populações de células ana- 

lisadas, nenhuma apresentou correlação estatisticamente significativa com a dosagem de 

PSA total, provavelmente em virtude do tamanho reduzido da amostra. O MFI de A4 em 

granulócitos A4+CD45-EpCAM+ apresentou p de 0.08 com pequena diferença em relação 

ao nível de confiança proposto de 0.05, mas correlação 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, é possível que o MFI esteja relacionado à 

queda na atividade de receptor de andrógeno nessas situações, característico de doença 

indiferenciada e, assim, maior probabilidade de progressão para hormônio-refratária.  O 

participante 17 estava no início tratamento hormonal e também apresentou MFI com 

resultado significativo, nesse caso compatível com a presença de CTCs por bloqueio in- 

completo e doença disseminada.  Portanto, a oscilação do PSA é um fraco preditor de 

sucesso terapêutico (PANTEL; HILLE; SCHER, 2019; MIYAMOTO; SEQUIST; LEE, 

2014). 

As porcentagens de leucócitos A4+CD45-EpCAM+ e granulócitos CD45-EpCAM+ 

foram capazes de detectar CTCs em quase todos os casos metastáticos, com exceção dos 

pacientes 15 e 17.  No primeiro participante o PSA era compatível com baixo risco de 

progressão da doença e os achados foram compatíveis com poucas células indiferenciadas 

e maior quantidade de epiteliais no sangue, não necessariamente tumorais.  No segundo 

caso a interpretação do autor consiste em limitação da detecção de CTCs em ambas as 

populações celulares analisadas. 
 
 

5.3   Limitações do método  

 
A pequena amostragem com 19 pacientes mostrou-se uma importante limitação do 

estudo. 

O Tempo de dobra do PSA (PSADT) sugere a agressividade tumoral cuja principal 

aplicabilidade consiste na resistência à castração sem metástases identificadas.  Quanto 

menor o valor, menor a sobrevida global e livre de metástases (HOWARD et al., 2017; 

D’AMICO et al., 2003). Estudos prospectivos de longo prazo comparando o PSADT com 

os testes sugeridos neste trabalho são necessários para predizer a importância das CTCs 

na progressão da doença metastática.  Assim, a comparação com uma medida única do 

PSA total foi outra limitação do projeto. 

Estudos com follow-up mais longo são necessários para avaliar qual a relação entre 
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a oscilação na captura de CTCs e a evolução clínica da neoplasia.  Faltam ensaios que 

correlacionem a progressão de doença baseada na detecção de CTCs e a mudança de 

tratamento do paciente. 

A combinação dos marcadores se mostrou promissora para o monitoramento de re- 

corrência do câncer de próstata, seja ele metastático ou localizado, mesmo com pequena 

amostragem e follow-up reduzido. 
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Capítulo 

 
 
 

Conclusão  

 
 

 
A metodologia aplicada utilizando a combinação de três marcadores como proposto 

neste estudo apresentou maior acurácia em relação ao CellSearch, método tradicional de 

detecção e marcação de células tumorais. 

Foi possível identificar com maior fidedignidade a presença de metástases através das 

co-marcações pré-estabelecidas. 

A capacidade de detecção foi mais simples com a população de leucócitos, requerendo 

uma janela mais simplificada para análise, com acurácia praticamente semelhante à de- 

tecção através de combinações nos granulócitos. 

Em relação às perspectivas futuras, o seguimento de pacientes tratados a longo prazo 

e uma maior amostragem faz-se necessário para avaliar a associação entre o achado de 

células metastáticas e a sobrevida global ou livre de metástases, tanto nos casos com 

neoplasia localizada quanto nas disseminadas. 
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DADOS DO PARECER 

 
Número do Parecer: 2.451.492 

 
Apresentação do Projeto: 

 
Trata-se de análise de respostas às pendências apontadas no parecer consubstanciado número 2.250.011, 

de 31 de Agosto de 2017. 

 
Segundo os pesquisadores: 

 
"Serão selecionados os pacientes com câncer e neoplasias benignas, onde será coletado tecido, sangue e 

urina. O tecido será submetido ao isolamento de células da próstata e analisado histopatologicamente. As 

células isoladas de tecidos serão incubadas com o aptâmero A4 de RNA e serão realizados ensaios in vitro 

de citotoxicidade, proliferação e migração celular.Usando a técnica de PCR em tempo real será analisado o 

perfil da expressão gênica das células.O sangue dos pacientes serão utilizados para o isolamento das 

células tumorais circulantes, que serão separadas por citometria de fluxo aquelas células ligantes ao 

aptâmero A4 de RNA. Em seguida estas células serão caracterizadas e inoculadas em camundongos para 

avaliação de metástases. 

 
Os aptâmeros são oligonucleotídeos que podem atuar como ferramentas teranósticas por se unirem a alvos 

específicos podendo constituir biomarcadores de doenças. O aptâmero de RNA A4 é um ligante específico 

de células de câncer de próstata, selecionado pela técnica de Evolução Sistemática de Ligantes por 

Enriquecimento EXponencial em cultura 3D (3D Cell-SELEX). Este estudo visa caracterizar in vitro e in vivo 

o aptâmero A4. Primeiramente, será avaliada a 
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citotoxicidade, a proliferação e migração celular, e a expressão de genes associados ao câncer de próstata 

em linhagens celulares e em células isoladas dos tecidos dos pacientes (prostáticas normais e tumorais) 

após incubação com o aptâmero A4. Em seguida, serão isoladas células tumorais circulantes (CTC) do 

sangue e células da urina de pacientes com câncer de próstata por citometria de fluxo usando o aptâmero 

A4 como marcador destas células. Posteriormente, será estudado o potencial metastático das CTCs 

identificadas pelo aptâmero A4 através da inoculação in vivo destas células. Uma vez que o aptâmero A4 

seja caracterizado, este poderá ser empregado para detecção do câncer de próstata e em sistemas de drug 

delivery para tratamento desta doença". 

 
 
 

Objetivo da Pesquisa: 
 

Segundo os documentos da pesquisa: 
 
 

"Objetivo Primário: Caracterizar in vitro e in vivo o aptâmero de RNA A4 ligante de células tumorais da 

próstata para o desenvolvimento de uma nova metodologia de diagnóstico. 

 
Objetivo Secundário:  
- Analisar a citotoxicidade, proliferação e migração das células isoladas da próstata de tecido normal e 

tumoral de pacientes incubadas com o aptâmero de RNA A4;- Analisar a expressão gênica das células 

isoladas da próstata de tecido normal e tumoral de pacientes". 

Avaliação dos Riscos e Benefícios: 

Conforme os pesquisadores: 

 
"Riscos: O estudo não oferecerá risco considerável, garantirá o sigilo dos dados coletados e os indivíduos 

envolvidos serão identificados por meio de códigos (números). Entretanto, existe risco de identificação do 

participante durante a pesquisa. Um leve desconforto poderá ocorrer apenas devido a possibilidade de 

formação de um pequeno hematoma no local de punção venosa e devido a picada necessária para o 

procedimento de coleta de sangue dos pacientes, contudo poderá ser amenizado pela realização do mesmo 

por profissionais habilitados. Serão respeitadas as orientações do Ministério da Saúde do Brasil, resolução 

466/12 para a pesquisa de seres humanos. 

 
Benefícios: Possibilidade de seleção de marcadores moleculares que auxiliarão no desenvolvimento de uma 

nova técnica de diagnóstico diferencial entre os casos de câncer de próstata e tumores 
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benignos, auxiliando no prognóstico da doença e possibilitando o uso dos aptâmeros como carreadores de 

drogas". 

 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 

 
As pendências relacionadas no Parecer Consubstanciado anterior do CEP/UFU foram respondidas e feitos 

os ajustes solicitados. A pesquisa será explicada e fornecido um tempo para o participante decidir se deseja 

ou não participar do estudo, o TCLE incluiu todas as etapas do estudo, esclareceu-se ainda que a não 

participação no estudo não interferirá no tratamento recebido no hospital, os objetivos adequados. 

 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 

 
Os termos foram apresentados e estão em conformidade com a legislação vigente. 

 
Recomendações:  
Não há. 

 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 

 
As pendências apontadas no parecer consubstanciado número 2.250.011, de 31 de Agosto de 2017, foram 

atendidas. 

 
De acordo com as atribuições definidas na Resolução CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovação do 

protocolo de pesquisa proposto. 

O protocolo não apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites 

da redação e da metodologia apresentadas. 

Considerações Finais a critério do CEP:  
Data para entrega de Relatório Parcial ao CEP/UFU: Janeiro de 2019. 

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

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

 
OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANÇA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA 

IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANÁLISE E APROVAÇÃO DA MESMA. 

 
O CEP/UFU lembra que:  
a- segundo a Resolução 466/12, o pesquisador deverá arquivar por 5 anos o relatório da pesquisa e os 

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa. 
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b- poderá, por escolha aleatória, visitar o pesquisador para conferência do relatório e documentação 

pertinente ao projeto. 

c- a aprovação do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU dá-se em decorrência do atendimento a Resolução 

CNS 466/12, não implicando na qualidade científica do mesmo. 

 
Orientações 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 penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e 

deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na íntegra, por ele assinado. 

• O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o 

estudo somente após análise das razões da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12), 

aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao sujeito participante ou 

quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram ação 

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). É papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a 

evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificação ao CEP e à 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA – junto com seu posicionamento. 

• Eventuais modificações 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 I ou II apresentados anteriormente à ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviá-las também 

à mesma, junto com o parecer aprobatório do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97, 

item III.2.e). 

 
 
 
 
 
 

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:  
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 

Informações Básicas 
do Projeto 

PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P 
ROJETO_899245.pdf 

11/09/2017 
14:31:45 

 Aceito 

Outros respostaspendencias110917.pdf 11/09/2017 
14:29:36 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

TCLE / Termos de 
Assentimento / 
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Justificativa de 
Ausência 

TCLE.pdf 11/09/2017 
14:29:00 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

Projeto Detalhado / 
Brochura 
Investigador 

projeto.pdf 11/09/2017 
14:28:30 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

Declaração de 
Instituição e 
Infraestrutura 

stephania.pdf 23/06/2017 
15:43:22 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

Declaração de 
Pesquisadores 

termodecompromisso2017.pdf 12/06/2017 
13:52:54 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

Declaração de 
Instituição e 
Infraestrutura 

coparticipanteHCU.pdf 12/06/2017 
13:25:20 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 06/06/2017 
10:13:33 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

Outros linkCurriculoLattes.doc 06/06/2017 
09:46:07 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

Outros INSTRUMENTOCOLETA.pdf 05/05/2017 
10:46:36 

VIVIAN ALONSO 
GOULART 

Aceito 

 
 

Situação do Parecer: 

Aprovado 
 

Necessita Apreciação da CONEP: 

Não 
 

UBERLANDIA, 20 de Dezembro de 2017 
 

 
Assinado por: 

Sandra Terezinha de Farias Furtado 
(Coordenador) 
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