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RESUMO

Cerca de 1 milhdo e 100 mil casos de cancer de préstata sdo estimados no mundo
anualmente, responsaveis por mais de 250 mil dbitos. Sabe-se que a melhora do prognéstico
dos pacientes deve-se a um diagndstico precoce desta neoplasia. Embora o Antigeno Prostatico
Especifico (PSA) tenha limitaces do ponto de vista de sensibilidade e especificidade para a
patologia em destaque, sua dosagem serica é utilizada em muitos paises como ferramenta para
0 rastreamento e deteccdo precoce de cancer de prostata, caracterizando-o como uma das
ferramentas mais utilizadas desde sua descoberta. Em 2014, o sistema publico de salde
brasileiro autorizou aproximadamente mais de 4,8 milhGes de testes como este. Levando em
consideracdo a heterogeneidade territorial e econémica da populacdo do Brasil, é necesséria a
elaboracdo de ensaios de baixo custo e facil aplicacdo que possam auxiliar no diagnéstico do
cancer de préstata, sem abrir mdo da sensibilidade e especificidade. Desta forma, o presente
trabalho consistiu na validagdo de um teste rapido desenvolvido por uma empresa brasileira de
biotecnologia para semi-quantificacdo de PSA em soro humano. Ao final do estudo, o produto
apresentou sensibilidade diagnostica = 100% e especificidade = 85,71%, sendo considerado

satisfatorio para um teste preliminar, mas necessitando ajustes posteriores.

Palavras-chave: Cancer de prdstata. PSA. Diagndstico. Imunocromatografia. Validag&o.



ABSTRACT

Around 1.1 million cases of prostate cancer are estimated worldwide every year,
accounting for more than 250,000 deaths. It is widely known that the improvement on patients'
prognosis is due to an early diagnosis of this neoplasm. Although the Prostate Specific Antigen
(PSA) has some limitations concerning sensitivity and specificity for the pathology in question,
its serum dosage is used in many countries as a tool for screening and early detection of
prostate cancer, which makes it one of the most used devices since its discovery. In 2014, the
Brazilian public health system authorized more than 4.8 million tests of this kind. Considering
the territorial and economic heterogeneity of the Brazilian population, it is necessary to the
develop tests with low cost and easy application, which will assist the diagnosis of prostate
cancer, without sacrificing sensitivity and specificity. Thus, this study means to validate a rapid
test for semi-quantification of PSA in human serum, developed by the Brazilian company FK
Biotechnology. At the end of the study, the product showed diagnostic sensitivity of 100% and
specificity of 85.71%, being considered satisfactory for a preliminary test, but requiring

subsequent adjustments.

Keywords: Prostate cancer. PSA. Diagnosis. Point-of-care. Validation.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PROSTATA

1.1.1 ASPECTOS GERAIS

A prostata € uma glandula que faz parte do aparelho reprodutor masculino, localizada na
parte baixa do abdémen, abaixo da bexiga e a frente do reto. Por este motivo, teve seu nome
derivado do grego, pro-histamai, que significa “estar a frente”. Ela ¢ responsavel pela produgao
do liquido prostatico, constituinte de parte do sémen. A secrecdo prostatica possui espermina, a
qual atua na liquefacdo do sémen e participa na nutricdo e preservagdo dos espermatozoides
(INCA, 2015; SOUZA, 2005).

A formacdo do mecanismo do cancer de prostata (CaP), embora ndo seja totalmente
conhecida, envolve a proliferacdo de células epiteliais predominantemente na zona periférica
do érgdo, ocasionando o aumento de volume do mesmo. O comportamento atipico deste cancer
pode variar de uma lesdo latente focal ou até evoluir para estagios mais avangados, como a
metastase dssea (SOUZA, 2005). Em suas fases iniciais, 0 cancer de prostata é assintomatico,
e, portanto, € improvavel gque os pacientes procurem assisténcia medica neste periodo
(CASTRO et al, 2011; KIM et al, 2011).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de prostata é a neoplasia mais diagnosticada no mundo, sendo a segunda com
maior mortalidade, ficando atras apenas do cancer de pulmdo (CASTRO et al, 2011; LIMA et
al, 2013; SOUZA, 2005).

A incidéncia global estimada é de 1 milhdo e 100 mil casos, sendo responsavel por 258
mil 6bitos a cada ano. Pelo fato destes nimeros apresentarem um ritmo de crescimento ano
apos ano, sao estimados que 500 mil homens irdo morrer em decorréncia do cancer de prostata
em 2030 (INCA, 2015; NA et al, 2013). Em 2012, a estimativa foi de quase 70 mil mortes na
Unido Europeia (EU), correspondendo a 10,74 mortes por 100 mil homens, enquanto que nos
Estados Unidos (EUA) estimam-se aproximadamente 240 mil novos casos e 28 mil mortes. Ja
no Brasil, sdo estimados cerca de 69 mil novos casos, representando 70 destes para cada 100
mil habitantes homens em 2014 (INCA, 2015; LIMA et al, 2013).

Apesar deste indice, a mortalidade por CaP é relativamente baixa (especialmente

quando seu diagnostico é feito na fase inicial) se comparada com outros tipos de cancer, o que
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indica seu bom progndstico. A média mundial de sobrevida, em cinco anos, é de 58%
(CASTRO et al, 2011; SOUZA, 2005).

O cancer de prostata € mais prevalente no norte da Europa, EUA e Austrélia, sendo 1,6
vezes mais incidente em negros do que em brancos. Além disso, negros ainda possuem uma
sobrevida menor com ou sem tratamento. Por outro lado, o continente africano, assim como o
asiatico, possui menor incidéncia da doenga (GERTSON et al, 2013; SEO et al, 2010).

1.1.3 FATORES DE RISCO

Além do fator étnico, homens com mais de 50 anos sdo mais frequentemente
acometidos pelo CaP, em que mais de 65% dos casos sdo diagnosticados em pacientes com
mais de 65 anos (CASTRO et al, 2011). O historico familiar é, também, um dos principais
fatores de risco, sendo que o risco aumenta em decorréncia ao grau de familiaridade e a idade
em gue o familiar foi diagnosticado. No caso do parente ser de primeiro grau (pai ou irméo), o
risco é aumentado em 2 vezes, ao passo que se ele for diagnosticado com menos de 60 anos,
este passa a ser 3 vezes maior (GERTSON et al, 2013).

1.1.4 DIAGNOSTICO

Segundo a recomendacdo da Sociedade Americana de Cancer (ACS) e da Associagdo
Brasileira de Céncer, a dosagem dos niveis séricos de antigeno prostatico especifico, mais
conhecido na sua sigla em inglés PSA (Prostate-specific Antigen), em conjunto com o exame
do toque retal (DRE, do inglés Digital Rectal Examination) devem ser oferecidos anualmente
para homens com idade acima de 50 anos e com expectativa de vida de no minimo 10 anos,
uma vez que tanto o tempo de sobrevida da patologia quanto o tratamento desta podem ser mais
prolongados que este periodo (SEO et al, 2010). Na presenca de um dos fatores de risco
discutidos anteriormente, recomenda-se que o paciente comece a fazer monitoramento da
doenca 10 anos antes que as demais pessoas (GERTSON et al, 2013).

A confirmacdo do diagndéstico do CaP é realizada pelo estudo histopatologico do tecido
da prostata, obtido por bidpsia transretal ou transuretral. A bidpsia € comumente realizada via
transretal guiada por ultrassom e composta pela coleta de 8 a 12 nucleos de tecido prostatico.
Atraves desta andlise, é possivel classificar gradualmente a gravidade da doenca, com auxilio
do sistema de pontuacdo de Gleason (GREENE et al, 2013; SOUZA, 2005).
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A decisdo de proceder para a bidpsia do tecido prostatico deve ser principalmente
baseada na dosagem de PSA e do DRE, sendo o primeiro amplamente utilizado em screenings
(triagens). Ainda, devem-se levar em consideracdo os fatores de risco, historico de bidpsias e
comorbidades (GREENE et al, 2013). Em comparacdo com o DRE isolado, o doseamento de
PSA associado a este método aumenta em até 81% a deteccdo do CaP (CASTRO et al, 2011).
Conforme estudos realizados, é possivel predizer o cancer de prostata de 5 até 25 anos antes de
sua manifestacdo clinica através da dosagem dos niveis séricos de PSA (BOTCHORISHVILI et
al, 2009; LILJA et al, 2007).

1.2 ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO (PSA)

1.2.1 ESTRUTURA E ASPECTOS GERAIS

O antigeno prostatico especifico € uma glicoproteina expressa em altos niveis no
epitélio da préstata humana, com a principal funcédo de liquefazer o coagulo seminal apds a
ejaculacdo. Além do liquido seminal, pode também estar circulante na corrente sanguinea. A
forma mais abundante encontrada neste fluido estd covalentemente complexada a proteina a-1-
antiquimiotripsina (PSA-ACT), mas também pode aparecer complexada a a-2-macroglobulina
(PSA-AMG) ou ainda em uma forma ndo-complexada ou livre (fPSA) (PEREZ et al, 2011;
PIRONEN et al, 1998; SAWAYA et al, 2004).

Quanto a estrutura, possui cadeia monomérica composta por 237 aminoacidos e com
peso molecular de 28 a 34 kDa (PEREZ et al, 2011; PIRONEN et al, 1998; SAWAYA et al,
2004). Possui o tempo de meia-vida de 2 a 3 dias e tem sua atividade bioldgica méaxima em pH
8,0 (GRETZER et al, 2002; PEREZ et al, 2011). Pertencente a familia das calicreinas,
proteases codificadas por 15 genes, localizados continuamente no cromossomo 19g13.4, o PSA
também é denominado hK3 (Calicreina Glandular Humana 3) (SAWAYA et al, 2004; SOUZA,
2005).

1.2.2 USO EM DIAGNOSTICO DE CANCER DE PROSTATA

O rompimento da arquitetura prostatica normal, seja pelo cancer, Hiperplasia Prostatica
Benigna (BPH, do inglés Benign Prostate Hiperplasia) ou dano ligado & glandula (inflamacéo
ou trauma) pode desencadear um aumento nos niveis séricos de PSA no homem. Desta forma, o

PSA atua como um marcador para o cancer de prostata, tendo sua dosagem sérica total (tPSA)
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amplamente solicitada por urologistas para fins de diagndstico screening desde sua descoberta
na década de 80, devido a sua alta disponibilidade (BOTCHORISHVILI et al, 2009; CASTRO
et al, 2011; GERTSON et al, 2013; HEALY et al, 2005; KIM et al, 2011; NA et al, 2013;
SHARIAT et al, 2011; VICKERS et al, 2010).

Somente no ano de 2014 no Brasil, mais de 4,8 milhdes de testes foram autorizados pelo
SUS, totalizando aproximadamente R$ 79 milhGes em exames (DATASUS, 2015). Neste
sentido, dados obtidos em estudo realizado nos EUA apontam que pacientes com maior acesso
a salde e status socioecondmico sdo numericamente mais submetidos a dosagem de PSA do
que homens com menores condi¢bes. Além disso, o nivel de educacdo também estd
proporcionalmente correlacionado a este processo (SEO et al, 2010).

Embora seu constante uso, o PSA é um marcador 6rgdo-especifico e ndo cancer-
especifico, justificando, assim, o fato de ndo ser o método confirmatério no diagndstico de CaP
(CASTRO et al, 2011; GERTSON et al, 2013; GRETZER et al, 2002; NA et al, 2013;
SHARIAT et al, 2011).

Quanto a eficacia, dois grandes estudos foram publicados para avaliar a melhora do
prognostico com o screening de PSA. O PLCO (Prostate, Lung, Colo-rectal and Ovarian)
Cancer Screening Trial, realizado pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI, do inglés National
Cancer Institute) dos EUA, ndo encontraram diferencas significativas na comparac¢do do uso ou
ndo destes testes, em um periodo de 7 a 10 anos. Entretanto, o ERSPC (European Randomized
Study of Screening for Prostate Cancer), nos quais sete paises foram inclusos, demonstrou uma
reducdo de, em média, 20% na mortalidade em um periodo de 9 anos, sendo que, em uma das
localidades, a reducéo chegou a 40% (COHN et al, 2013; GERTSON et al, 2013; ZELIADT et
al, 2012).

1.3 NIVEIS SERICOS DE ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO

1.3.1 PONTO DE CORTE (CUT-OFF)

Outro aspecto fundamental deste marcador sdo suas concentragdes séricas. Mesmo que
muitos estudos e debates de especialistas acerca dos niveis normais de PSA tenham sido
realizados, ndo existe ainda um consenso de um unico limiar seguro que consiga distinguir
homens com alto ou baixo risco de ser diagnosticado ou desenvolver cancer no futuro.
Tampouco é possivel medir a gravidade desta neoplasia, embora niveis muito elevados de PSA

tenham correlacdo com altos graus no sistema de pontuacdo de Gleason e, portanto indiquem
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maior gravidade nos casos de CaP (BOTCHORISHVILI et al, 2009; KIM et al, 2011;
SHARIAT et al, 2011; THOMPSON JR et al, 2011).

Tradicionalmente, a faixa de 4 a 10 ng/mL de PSA é considerada como risco e 0s
pacientes sdo suspeitos para cancer de prostata. Por esta razdo, o valor de 4 ng/mL é
comumente aceito como cut-off por muitos urologistas (CASTRO et al, 2011; GRETZER et al,
2002; INGLE, et al, 2013; KIM et al, 2011; NA et al, 2013; THOMPSON et al, 2004;
ZELIADT et al, 2012). Embora este valor apresente sensibilidade de 67,5 a 80%, possui apenas
20 a 30% de especificidade, sendo que a incidéncia de CaP em pacientes com niveis de PSA
abaixo de 4 ng/mL é de 15 a 20% (KIM et al, 2011). Portanto, foi analisada a redugdo deste
valor para 2,5 ng/mL (ANGIE, 2010; CATALONA et al, 2000; KIM et al, 2011; THOMPSON
et al, 2004).

Estudos demonstrando resultados variados de sensibilidade e especificidade de acordo
com os valores de pontos de corte utilizados vem sendo publicados (ANGIE, 2010;
BOTCHORISHVILI et al, 2009; CATALONA et al, 2000; THOMPSON et al, 2004). Todavia,
€ necessario levar em consideracdo que, reduzindo-se este valor, aumenta-se também a
probabilidade da realizacdo de biopsias desnecessarias e da detec¢do de canceres de menor
complexidade, gerando implicagcfes sociais e psicolégicas (CATALONA et al, 2000; COHN et
al, 2013; KIM et al, 2011; SHARIAT et al, 2011).

1.3.2 VALORES IDADE-ESPECIFICOS

Tendo em vista esta problematica do ponto de corte e faixa etdria regularmente
acometida pelo CaP, recentemente foram propostos valores idade-especificos de PSA com o
intuito de auxiliar em um diagnoéstico mais exato (NA et al, 2013). Na Europa e nos Estados
Unidos, as faixas de referéncia atualmente propostas sdo estratificadas em intervalos de 10 anos
a partir dos 40 até os 79 anos de idade, sendo este valor menor em pacientes mais jovens
(ANGIE, 2010; CASEY et al, 2012). Para as faixas etarias entre 40-49, 50-59, 60-69 e 70-79
anos, valores de 2,5 ng/mL, 3,5 ng/mL, 4,5 ng/mL e 6,5 ng/mL, respectivamente, podem ser
utilizados como ponto de corte. Porém, estudos apontam variacbes em determinadas
populagdes. Apesar de nédo existirem estudos similares no Brasil, a tabela 1 (CASEY et al,
2012) mostra a comparacdo entre os valores de referéncia encontrados em diferentes
localidades (ANGIE, 2010; CASEY et al, 2012; INGLE, et al, 2013; NA et al, 2013;
WINKLER et al, 2008).
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Tabela 1 — Comparativo de niveis idade-especificos de PSA no mundo

Idade Americanos Americanos Americanos Japoneses Coreanos Jordanianos Irlandeses

Brancos Negros asiaticos

25-29 - - - - - 1,6 -

30-34 - - - - 18 2,3 1,57
35-39 - - - - 1,8 2,9 1,65
40-44 2,5 2,7 2,0 2,0 2,0 3,2 1,85
45-49 2,5 2,7 2,0 2,0 2,0 3,8 2,17
50-54 3,5 4,4 3,5 3,0 2,5 3,8 2,63
55-59 3,5 4.4 3,5 3,0 2,5 3,8 3,25
60-64 4,5 6,7 4,5 4,0 3,9 4,3 4,02
65-69 4,5 6,7 4,5 4,0 3.9 - 4,96
70-79 6,5 7,7 6,5 5,0 6,3 - -

Fonte: CASEY et al, 2012.
Nota: Valores em ng/mL.

Por meio destas adequacdes de concentracdo por idade € possivel diminuir o nimero de
bidpsias desnecessarias realizadas, principalmente, acima dos 60 anos e também aumentar o
namero de detec¢es em homens com idades menos avancadas (CASEY et al, 2012; INGLE, et
al, 2013; WINKLER et al, 2008).

1.3.3 INTERFERENTES

Uma vez que pequenas variagcfes podem causar diagndsticos errdneos, tornou-se de
vital importancia analisar quais fatores intrinsecos e extrinsecos podem influenciar
positivamente ou negativamente os niveis séricos de PSA. Existem estudos que demonstram
interferéncia de, por exemplo, uso de medicamentos como estatinas (HAMILTON et al, 2008) e
cigarros (LI et al, 2012) ou ainda procedimentos cirurgicos, como a colonoscopia
(BARBATZAS et al, 2004).

Os niveis de PSA podem variar de acordo com a idade, etnia e peso, devido a
discrepancias das medicGes causadas por diferentes métodos e calibradores utilizados. Ainda é
possivel que o manuseio da amostra, bem como congelamento e descongelamento, ou
componentes desta interfiram no resultado (BOTCHORISHVILI et al, 2009).
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1.4 TESTES RAPIDOS (POINT-OF-CARE)

1.4.1 ASPECTOS GERAIS

No Brasil, o Sistema Unico de Satde fornece cobertura universal de satde, utilizada por
aproximadamente 80% da populacdo brasileira. Sendo o quinto maior pais em extensdo
territorial, possui diversas areas com alto indice de pobreza e/ou afastadas de grandes centros
urbanos, 0 que em muitos casos restringe 0 acesso a salde nestes pontos. Por este motivo, apos
a implementacéo do sistema em 1990, foram adotadas as politicas de descentraliza¢do da saude
e foco na assisténcia primaria (IWAYA et al, 2013). Entretanto, a grande maioria dos testes
para dosagem dos niveis sericos de PSA se da em laboratdrios centralizados, necessitando de
técnicas de automacao, profissionais treinados e transporte de amostras, além do elevado tempo
de espera dos resultados e aumento de consultas, custos médicos e administrativos (HEALY et
al, 2005, WARSINKE, 2009).

Neste ambito, a utilizacdo de testes rapidos (derivado do inglés Point-of-Care), através
da sua descentralizacdo, baixo custo, simplicidade de realizagdo e disponibilidade para o
paciente, pode auxiliar na reducdo do nimero de consultas e consequentemente na desoneragao
de custos e desobstrucdo do sistema de saude. Assim, se faz possivel uma maior satisfacdo dos
pacientes e obtencdo de melhores resultados clinicos (HEALY et al, 2005; WARSINKE, 2009).

Para um teste ser considerado viavel para screening, ele deve possuir requisitos como
alta sensibilidade e especificidade, baixo custo e boa seguranca (GERTSON et al, 2013). Testes
rapidos sem controle de qualidade podem gerar falsos resultados (WARSINKE, 2009). O
mercado destes testes teve estimativa de aumento para 2,25 e 1,56 bilhGes de dolares nos EUA
e Europa, respectivamente, em 2012, consolidando-se cada vez mais como maior crescimento
anual no mercado de diagnosticos in vitro (WARSINKE, 2009; WONG et al, 2012).

Dentre os testes rapidos mais utilizados esta a imunocromatografia (ou imunoensaio de
fluxo lateral) que, de modo geral, possui baixo custo, é portatil e produz resultados qualitativos
ou semi-quantitativos de boa acuracia e exatiddo, sem necessitar de treinamento,
instrumentacdo ou tratamento de amostra. Tem aplicacbes como pesquisa de antigenos,
anticorpos, drogas, horménios e metabolitos. O exemplo de teste imunocromatografico mais
conhecido é o teste de gravidez (detecgdo de hCG) (POSTHUMA-TRUMPIE et al, 2008;
TANAKA et al, 2006; WARSINKE, 2009).
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1.42 IMUNOCROMATOGRAFIA

Como em outras cromatografias, esta € composta por uma fase fixa (sélida) e outra
movel (liquida). Tratando-se de um teste imunocromatografico para PSA, esta primeira fase é
uma membrana porosa de nitrocelulose, onde sdo dispersos em linha anticorpos especificos
para deteccdo da glicoproteina e a segunda, corresponde a amostra. O liquido migra do ponto
de aplicacdo até a outra extremidade por capilaridade, passando através de uma zona contendo
0S mesmos anticorpos, porém conjugados a nanoparticulas de ouro coloidal (AuNP)
(DYKMAN et al, 2012; GORYACHEVA et al, 2013; WILSON, 2008) e formando complexos
antigeno-anticorpo na presenca do PSA. O complexo reage, ligando-se, entdo, com o0s
anticorpos fixados na membrana ocasionando a visualizacdo (observado a olho nu) de uma
linha de cor résea, devido a coloracdo das AuNPs. Esta linha é denominada “linha teste” e tem
intensidade proporcional a quantidade de complexos ligados, sendo possivel semi-quantificar a
presenca de PSA.

No caso de uma amostra negativa ou com concentracdo abaixo do limite de deteccéo,
ndo ha formacdo do complexo, portanto ndo gerando linha teste. Uma vez que o principio do
método é dependente da migracdo da amostra, caso esta ndo ocorra, ele se torna invalido,
devendo ser repetido. A fim de identificar esta migracdo da amostra, € imobilizada na
membrana outra linha de anticorpos que reconhecam especificamente o anticorpo cujas AuUNPS
foram conjugadas, denominando-se “linha controle”. Assim, na auséncia ou em concentragdo
indetectavel de PSA na amostra, ocorrera a visualizacdo de cor apenas na linha controle,
enquanto que na presenca do antigeno, as duas linhas apresentardo o fendmeno (BIAGINI et al,
2006; MILLIPORE CORP., 2008; PALL CORP.; POSTHUMA-TRUMPIE et al, 2008;
TANAKA et al, 2006; WONG et al, 2012).
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Figura 1 — Esquema de resultados da imunocromatografia

Linha Controle —C c Cc Cc c
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Fonte: XIANG et al, 2012.

1.5 FEKBIOTECNOLOGIA

1.5.1 ASPECTOS GERAIS E LINHAS DE PESQUISA

A FK Biotecnologia S.A é uma empresa nacional de base biotecnoldgica, fundada em
1999, atuando em pesquisa, desenvolvimento e inovacdo com foco na area de
imunodiagndstico humano, vacinas terapéuticas anticancer e nanobiotecnologia. Vinculada ao
Programa INOVAR da FINEP, a empresa atua como parceiro e colaborador de instituicdes
como Instituto Nacional de Nanobiotecnologia (UnB), Instituto Nacional de Pesquisa
Translacional em Medicina (UFRGS) e Projeto CABBIO (Centro Argentina-Brasil de
Biotecnologia), via CNPg. A empresa é parceira do Laboratério de Pesquisa em
Imunodiagndstico da PUCRS (LID-PUCRYS).

Além da linha de produtos ja desenvolvidos, a empresa investe mais de 60% de seu
orcamento anual em atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovacao para produtos de alto
valor agregado. O dominio da tecnologia que envolve o desenvolvimento, producdo e
manuten¢do de hibridomas é um dos pilares tecnoldgicos da FK Biotecnologia. A empresa
possui autorizagdo de funcionamento da ANVISA, apresentando, portanto, uma estrutura de

producdo adequada para a realizac¢ao de suas atividades.
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1.5.2 TESTE RAPIDO DA EMPRESA

Desenvolvido na FK Biotecnologia, 0 ensaio imunocromatografico permite a rapida
semi-quantificagdo do PSA em soro. O produto consiste em uma fita-teste, embalada em saché
aluminizado. Nela ha uma membrana de nitrocelulose sensibilizada com anticorpos, formando
as linhas “teste” e “controle”. Apds a aplicacdo e migragao da amostra, as linhas apresentarao
(ou ndo) intensidades de cor. Para realizar a leitura dos resultados, o teste possui uma escala de
intensidade de cor onde cada uma corresponde respectivamente a sua concentragdo de PSA

sérico, assim permitindo ao usuario semi-quantificar sua amostra.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo de validacdo de um ensaio imunocromatografico desenvolvido por uma

empresa brasileira para semi-quantificacdo de antigeno prostatico especifico em soro.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Validar, por meio de ensaios, 0 comportamento do teste descrito acima frente a amostras
soroldgicas, através da verificacdo de pardmetros como sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos, além da reprodutilibidade do mesmo.
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3 METODOLOGIA

3.1 AMOSTRAS

A soroteca utilizada neste estudo foi proveniente do biorrepositorio do Laboratério de
Pesquisa em Imunodiagnéstico da PUCRS (LID-PUCRS), abastecido a partir de amostras
obtidas da rotina do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Sdo Lucas (HSL). As
amostras foram catalogadas em um software personalizado e armazenadas a -80°C no LID. O
biorrepositorio possui aprovacdo no CEP-PUCRS sob o protocolo nimero 10/05215.

A quantificacdo de PSA foi realizada pelo método de quimioluminescéncia, tidos como
ensaios de alta sensibilidade e especificidade. Foram testadas 298 amostras, com valores
variando de 0,01 a 359 ng/mL e numeradas aleatoriamente.

Né&o foi realizada a pesquisa de agentes infecciosos (como HIV, HCV, HBYV, etc) ou fator
reumatoide, possibilitando a presenca destes nas amostras. Amostras contendo elevado grau de
hemdolise ou lipemia, com volume insuficiente ou sem valores fornecidos ndo foram utilizadas
neste estudo.

Todos o0s posteriores ensaios utilizando as amostras, bem como os testes rapidos, foram

realizados nas dependéncias do LID-PUCRS.

3.2 PROCEDIMENTO PADRAO DO TESTE RAPIDO

Apbs o descongelamento total das amostras, estas foram homogeneizadas e 150 pL de
cada uma foram pipetados em um microtubo identificado com o respectivo cédigo da amostra.
Em cada microtubo, uma fita-teste foi introduzida verticalmente com a area de aplicacdo
voltada para baixo, observando a migracdo da amostra pela membrana em fluxo ascendente e a
formacdo (ou ndo) das linhas controle e teste (figura 2). Caso ndo houvesse sinal na linha
controle, o teste seria ser repetido. Ap6s 5 minutos, as fitas foram cortadas na parte inferior da
membrana a fim de parar a migracao da amostra. Em seguida, foi realizada a leitura e o registro

dos resultados para posterior analise.



24

Fonte: O autor, 2015.

3.3 ESCALADE CORES

Primeiramente, foram escolhidas oito amostras de acordo com a concentracdo de PSA
medida no método de quimioluminescéncia e executado um teste para cada, utilizando o
mesmo procedimento descrito no item 3.2. Posteriormente, foram coladas em folha A4 lado a
lado, com concentracéo crescente, formando uma escala com coloracgéo crescente na linha teste
(figura 3).

Figura 3 — Escala de cores

T

Fonte: O autor, 2015.
Legenda: A: 0 ng/mL; B: 1 ng/mL; C: 2 ng/mL; D: 4 ng/mL; E: 7 ng/mL; F: 10 ng/mL;
G: 20 ng/mL; H: 100 ng/mL; c: Linha Controle; T: Linha Teste.
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3.4 ENSAIOS DE VALIDACAO REALIZADOS

3.4.1 REPRODUTIBILIDADE

Apos a criacdo da escala de cores, foi escolhida uma amostra representativa de cada

intervalo abaixo, como mostra a tabela 2:

Tabela 2 — Amostras e respectivas concentracgdes escolhidas

Intervalo de Concentragdo de PSA Concentracdo de PSA da amostra
(ng/mL) representativa (ng/mL)
0,01-0,99 0,65
1,00 - 3,99 3,96
4,00 - 10,00 9,02
> 10,00 47,68

Fonte: O autor, 2015.

A seguir, para verificar a reprodutibilidade do teste, foram executadas cinco analises

para cada amostra em momentos diferentes.

3.4.2 ENSAIO DE CORRELACAO

Foi feita a analise das 298 amostras da soroteca em dia Unico, sendo estas ordenadas de
forma aleatéria e sem o conhecimento da concentracdo de PSA informada pelo método de
quimioluminescéncia do Hospital S&o Lucas. Os resultados foram obtidos comparando a
intensidade de cor obtida pela linha teste com os oito niveis na escala de cores, classificando

assim cada amostra nestes niveis.

3.5 ANALISE DOS RESULTADOS

3.5.1 DADOS ESTATISTICOS

Através dos resultados do item anterior e com auxilio do software SPSS, foi gerada a
curva ROC para avaliar qual o melhor cut-off do teste e, a partir dele, calcular a sensibilidade,

especificidade e valores preditivo negativo e positivo de acordo com a Figura 4.
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Figura 4 — Célculo dos dados estatisticos

Quimiocluminescéncia

> 4 ng/mL <4 ng/mL

= cut-off A B

Teste Rapido
< cut-off C D

Sensibilidade = A/ (A+ C) * 100
Especificidade =D/ (B + D) * 100

Valor Preditivo Positivo = A/ (A+B) * 100
Valor Preditivo Negativo = D / (D+C) * 100

Fonte: O autor, 2015, adaptada de GUIMARAES, 1985.
Nota: Os valores de A, B, C, e D referem-se ao nimero de amostras classificadas em cada

intervalo.
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4  RESULTADOS

41 AMOSTRAS

Das 298 amostras estudadas, 224 (75,17%) possuiam concentracdo de PSA abaixo de

4,00 ng/mL de acordo com o ensaio de quimioluminescéncia, enquanto que 74 (24,83%) eram

superiores a este valor (tabela 3).

Tabela 3 — Distribui¢do de amostras por faixa de concentracdo de PSA

Concentracdo de PSA
n %
(ng/mL)
0,01 - 0,99 124 41,61%
1,00 - 3,99 100 33,56%
4,00 - 10,00 45 15,10%
> 10,00 29 9,73%
Total 298 100%

Fonte: O autor, 2015.

4.2 REPRODUTIBILIDADE

Todas as cinco repeticOes de cada amostra escolhida apresentaram intensidade de cor

idéntica na linha teste, como mostra a figura 5. Todos 0s testes tiveram marcacdo da linha

controle e as linhas mostraram-se homogéneas.

43 CURVAROC

Apos a geracdo da curva ROC, foi constatado que o cut-off onde ha melhor relacéo

sensibilidade/especificidade para o teste rapido em estudo foi no nivel C da escala de cores,

como mostra a grafico 1 e a tabela 4.
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Figura 5 — Resultado do ensaio de reprodutibilidade

2 W 1 ) |
A 1 1 B
5 . cl
] [ T c
1 T
| 3 :
| !
C ~‘ D 4
- ' c
'! T

d

3 L
Fonte: O autor, 2015.

Legenda: A: 0,65 ng/mL; B: 3,96 ng/mL; C: 9,02 ng/mL; D: 47,68 ng/mL; c: Linha Controle;
T: Linha Teste.

Grafico 1 — Curva ROC Tabela 4 — Pontos da curva ROC
1.0 c 5 Niveis  Sensibilidade 1 - Especificidade
A 1,000 1,000
B 1,000 0,504
o[ D C 1,000 0,143
D 0,824 0,013
ﬁ 051 E 0,630 0,004
S F 0,452 0,000
% G 0,288 0,000
£ 04 H 0,164 0,000
&
0,2
0,0 T T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidade
Fonte: O autor, 2015.
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4.4 DADOS ESTATISTICOS

Admitindo como cut-off para o teste rapido o nivel C da escala de cores, as amostras
foram classificadas conforme a figura 4, exibida anteriormente no item 3.5.1. A figura 6

demonstra os resultados encontrados.

Figura 6 — Namero de amostras classificadas com cut-off nivel C

Quimioluminescéncia

e | =4 ng/mL <4 ng/mL

C-H 74 32

Teste Rapido

Fonte: O autor, 2015.

A partir destes dados, o teste apresentou 0s seguintes parametros:
e Sensibilidade = 100%
e Especificidade = 85,71%
e Valor Preditivo Positivo = 69,81%
e Valor Preditivo Negativo = 100%

De um total de 224 amostras com concentragdo inferior a 4,00 ng/mL, 32 destas
(14,29%) foram classificadas com intensidade de cor na linha teste acima do cut-off,
representando resultados “falso-positivos” (FP).

Dos 32 falso-positivos encontrados no estudo, aproximadamente dois tercos delas (n =
21; 65,6%) ocorreram em amostras com concentragdo de PSA de 2,00 a 3,99 ng/mL, sendo o

restante presente nas concentragdes inferiores a 2,00 ng/mL (tabela 5).
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Tabela 5 — NUmero de falso-positivos por faixa de concentracao de PSA

Intervalo de Concentracéo de

PSA (ng/mL) FP %
0,01 a 1,99 11 34,4
2,00 a 3,99 21 65,6

Total 32 100

Fonte: O autor, 2015.

Legenda: FP: falso-positivos; %: percentual.

Entretanto, foi constatada uma significativa diferenca no percentual destes falso-
positivos em relacdo ao ndmero de amostras analisadas de cada respectivo intervalo. No
intervalo mais baixo, foram 11 ocorréncias em 176 amostras testadas (5,88%), enquanto que no
outro, das 37 amostras, 21 destas (56,76%) apresentaram incoeréncias de resultado entre os
dois métodos. Nesta faixa, inclusive, o numero de falso-positivos foi superior ao de

verdadeiros-positivos (VP): 21 contra 16 (tabela 6).

Tabela 6 — Numero de verdadeiros-positivos e falso-positivos por faixa de concentracdo de
PSA

Intervalo de Concentragéo de N VP FP
PSA (ng/mL) (%) (%)

176 11
0,01 a1,99 187 (94,12) (5,88)

2,00 a 3,99 37 16 21

(43,24) (56,76)
Total 224 192 32

Fonte: O autor, 2015.

Legenda: VP: verdadeiros-positivos; FP: falso-positivos; %: percentual.

45 CONSIDERACOES GERAIS DOS ENSAIOS

Durante a realizacdo de todos os 298 testes, ndo houve registro de nenhum teste invalido
(sem apresentacdo de coloracdo na linha controle). Ainda, todos os testes apresentaram

marcacao das linhas de forma homogénea.
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5 DISCUSSAO

Conforme os dados encontrados no ensaio de reprodutibilidade, o teste rapido
apresentou uma alta capacidade de produzir resultados semelhantes quando testado sob as
mesmas condi¢fes, em momentos distintos e sob quaisquer concentracfes de PSA. A partir
disto, pode-se admitir que o resultado encontrado em um teste Unico € significativo. Desta
forma, foi possivel realizar a validacdo utilizando apenas uma fita-teste por amostra,
despendendo menor quantidade desta sem perder qualidade na obtencéo dos resultados.

Os resultados obtidos utilizando o nivel C na escala de cores expressaram dados
estatisticos de desempenho satisfatérios. Primeiramente, a sensibilidade do teste répido
encontrada foi de 100%, onde todas 74 amostras com concentracdo de PSA acima de 4,00
ng/mL — segundo o método de quimioluminescéncia — foram classificadas acima do cut-off no
teste rapido. Ou seja, todas foram consideradas “verdadeiras positivas”, ndo apresentando
nenhum resultado “falso-negativo”. Desta forma, o valor preditivo negativo também foi de
100%. Criando uma hipotese e assumindo que em concentracdes de PSA a partir de 4,00 ng/mL
ha risco de possuir cancer de prostata, todos 0s pacientes pertencentes a este grupo seriam
encaminhados corretamente para a realizacdo de outros testes e nenhum seria liberado
erroneamente.

No caso da especificidade, o valor encontrado foi de 85,71%. Hipoteticamente, 32
pacientes que deveriam ser liberados seriam encaminhados para testes posteriores sem
necessidade, caracterizando diagnosticos falso-positivos. Uma vez que o nimero de amostras
falso-positivas foi elevado, o valor preditivo positivo encontrado foi de 69,81%.

De acordo com as tabelas 5 e 6, é perceptivel que a faixa de concentracdo de PSA com
maior incidéncia de erros é de 2,00 a 3,99 ng/mL. Este fato se deve basicamente a dois fatores:

1. A intensidade de cor obtida em uma concentracdo de 2,00 ng/mL é muito
préxima da coloracdo encontrada em uma amostra de concentracdo 3,00 ng/mL, podendo
causar leituras erroneas;

2. O cut-off utilizado no teste (nivel C da escala de cores) corresponde a 2,00
ng/mL de PSA sérico, havendo uma lacuna entre os métodos comparados nesta faixa de

concentragéo.

Utilizando a analise ROC, uma alternativa para reduzir a incidéncia de resultados falso-

positivos e, consequentemente, melhorar a especificidade seria elevar o cut-off utilizado no
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teste. Para fins de comparacdo, se fosse aplicado o cut-off no estudo utilizando o nivel D da
escala de cores (correspondente a 4,00 ng/mL), os resultados seriam os seguintes:

Figura 7 — Namero de amostras classificadas com cut-off nivel D

Quimioluminescéncia

“”*‘qﬁr | =4ngml < 4 ng/mL.

D-H 61 3
Teste Fdpido
A-C 13 221

Fonte: O autor, 2015.
e Sensibilidade = 82,43%
e Especificidade = 98,66%
e Valor Preditivo Positivo = 95,31%
e Valor Preditivo Negativo = 94,44%

Nesta situacdo, os valores da especificidade e valor preditivo positivo seriam
aumentados significativamente, enquanto o contrario aconteceria com a sensibilidade e valor
preditivo negativo. Tendo em vista a importancia do diagnostico precoce do cancer de prdstata
e gque este € um teste de triagem (screening), € preferivel que este seja mais sensivel, mesmo
que haja uma queda na especificidade. Em outras palavras, visando a salde do paciente, é
preferivel que pacientes sejam submetidos a exames desnecessarios do que liberados de forma

equivocada.

Vale ressaltar que este € apenas um estudo preliminar do produto. Em um produto
atualmente no mercado, por exemplo, os valores da sensibilidade e especificidade foram de
98,7% e 98,5%, respectivamente (IMUNOCROM, 2014).
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No periodo da realizacdo dos testes, foram encontradas limitagdes que demandam
alteracOes e novos métodos de avalicdo para que o teste rapido possa ser introduzido a pratica
de salde publica e comercializacao.

Como limitacdo, podemos abordar, primeiramente, a amostragem utilizada, onde o
nimero de amostras de concentracdo de PSA acima (n = 74; 24,83%) e abaixo (n = 224,
75,17%) de 4,00 ng/mL foi reduzido devido a dificuldade de acesso a estas. Além disto, foram
testadas apenas amostras de soro enquanto que em uma situacdo pratica (analise em
consultérios médicos ou postos de saude, por exemplo) se faz uso de sangue total por nédo
precisar de tratamento prévio de amostra. Em estudo similar, foram utilizadas 156 e 270,
respectivamente nos mesmos intervalos, sendo elas de plasma e sangue total (IMUNOCROM,
2014).

Outra limitacdo constatada foi de que as intensidades de cor obtidas entre alguns niveis
da escala foram semelhantes. Em outras palavras, a intensidade de cor obtida em um teste
classificado como B era prdxima a C, assim como esta era proxima a D, dificultando a leitura
dos resultados. Este fato representa a dificuldade de se utilizar testes imunocromatograficos
para semi-quantificacdo de analitos, uma vez que a interpretacdo dos resultados € dada
visualmente a olho nu.

Entretanto, existem scanners que possuem a capacidade de quantificar esta intensidade
de cor (KARIM et al, 2007) e auxiliar na a interpretacdo dos resultados obtidos nos testes
imunocromatograficos. Se estes dispositivos forem aliados a ubiquidade dos aparelhos
celulares, a “saude mével” pode surgir como uma ferramenta de oportunidade.

Conhecida em inglés como mHealth, o termo “satde movel” pode ser definido como a
integracdo de uma tecnologia mével, bem como computacdo mdvel e dispositivos portéateis,
como smartphones, tablets e laptops, em prol da geracdo ou aprimoramento da assisténcia
médica (BARTON, 2012; KLASNJA et al, 2012; KUMAR et al, 2013; KVEDAR et al, 2011,
IWAYA et al, 2013).

Uma vez que 0 ensaio e o sistema de detec¢cdo sejam padronizados, um estudo clinico
utilizando esta metodologia em associagdo com o exame de toque retal poderia ser desenhado.
A avaliagdo de sensibilidade e especificidade clinica (deteccdo de CaP) é uma varidvel que
deveria ser incluida nesta analise, bem como as questdes farmaco-econdmicas (GUIMARAES
et al, 2007).
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6 CONCLUSAO

Através dos dados obtidos a partir deste estudo preliminar, o teste rapido desenvolvido
por uma empresa brasileira mostrou-se amplamente funcional e satisfatoriamente seguro. Mais
estudos se fazem necessarios para otimizacdo destes ensaios, além de se desenvolver um
sistema que possa quantificar a intensidade de cor das linhas, associando a algum tipo de
dispositivo de mHealth.

Se aplicado a saude publica brasileira, o teste rapido pode trazer uma vasta gama de
beneficios. Uma vez que se trata de uma metodologia de baixo custo e simples execucao, o
produto pode auxiliar na melhora da disponibilidade ao diagndstico em regifes onde o
atendimento a populacdo é restrito por diversos fatores. Ainda, visto que o resultado é
interpretado em poucos minutos, é possivel realizar uma triagem dos pacientes em consultorios
médicos ou postos de salde, reduzindo o nimero de exames e consultas desnecessarias.

Como consequéncia destes elementos, torna-se viavel a desobstrucdo e desoneracdo de

estabelecimentos, assim como a descentralizacdo da satde no pais.
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