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RESUMO
A imprecisdo dos métodos usuais para o prognostico e predi¢do do Cancer de prostata (CaP)
avangado revela a necessidade pela busca de novas ferramentas mais acuradas que auxiliem a
previsao clinica de sobrevivéncia. Dessa forma, o objetivo do estudo foi investigar novos
biomarcadores espectrais sanguineos circulantes para o progndstico e predi¢do do CaP
avancado utilizando ATR-FTIR, associando-os com parametros clinicos e de sobrevida. Com
base nas analises estatisticas da segunda derivada dos espectros obtidos os niveis de absorbancia
nos numeros de onda 1541 cm-1 e 1514 cm-1, referentes a regido da Amida II, foram capazes
de discriminar com boa precisdo (AUC = 0,8438) pacientes com pior prognoéstico daqueles com
melhor progndstico, apresentando sensibilidade e especificidade de 100%/75% e 75%/87,5%,
respectivamente. O presente estudo sugere que os nimeros de ondas 1541 cm-1 e 1514 cm-1
possam ser utilizados como ferramentas de auxilio para o aperfeigoamento da precisao clinica
para estimar o prognostico e predi¢do do CaP avangado. Novos estudos sdo necessarios para

validar a hipdtese apresentada.

Palavras chaves: cancer de prostata avancado; prognoéstico; amida II.



ABSTRACT

The lack of accuracy of the usual methods for the prognosis and prediction of advanced prostate
cancer (PCa) reveals the need to search for new accurate tools that help predict clinical survival.
Thus, the aim of the study was to investigate new circulating spectral blood biomarkers for the
prognosis and prediction of advanced PCa using ATR-FTIR, associating them with clinical and
survival parameters. Based on the statistical analysis of the second derivative of the obtained
spectra, the absorbance levels at wave numbers 1541 cm-1 and 1514 cm-1, referring to the
Amide II region, were able to discriminate with good precision (AUC = 0.8438) patients with
worse prognosis from those with better prognosis, showing sensitivity and specificity of
100%/75% and 75%/87.5%, respectively. The present study suggests that the wave numbers
541 cm-1 and 1514 cm-1 can be used as auxiliary tools to improve clinical precision for
estimating the prognosis and prediction of advanced PCa. New studies are needed to validate

the presented hypothesis.

Keywords: advanced prostate cancer; prognosis; amide II.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de proéstata

O cancer de prostata (CaP) € o segundo tipo de cancer que mais acomete homens no
Brasil, atras somente do cancer de pele ndo melanoma. Em 2020, a GLOBOCAN reportou
mundialmente 1.4 milhdes de casos ¢ 375.000 mortes relacionadas ao CaP (SUNG et al., 2021).
De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a cada ano do triénio 2023-2025 sao
estimados cerca de 72 mil novos casos de CaP no Brasil (INCA, 2022).

A prostata ¢ uma glandula que faz parte do aparelho reprodutor masculino situada
abaixo da bexiga e ao redor da uretra (Figura 1.A.). Sua fun¢ao esté relacionada com a produgao
do liquido prostatico, o qual ¢ formado por constituintes essenciais que irdo compor o sémen
influenciando a viabilidade do espermatozoide. A estrutura anatdmica da préstata pode ser
dividida em zona central, zona de transi¢do, regido fibromuscular e zona periférica, sendo esta
ultima o local mais comum para o surgimento dos tumores prostaticos (Figura 1. B.). Cada uma
dessas regides ¢ constituida por ductos e 4cinos, compostas por células basais, luminais e
neuroendocrinas (REBELLO et al., 2021; SANDHU et al, 2021; SAUER et al., 2020).

Figura 1 - Representagdo esquematica da localizagdo e estrutura anatdmica da prostata

A
B
Vesicula Bexiga
Seminal
— Bexiga
Vesicula seminal =
Zona Uretra
—Prostata central Regido
fibromuscular
Uretra Zona
Zona : de
periférica ransicao
Testiculos—

/

Legenda: A) Localizagdo da prostata no aparelho reprodutor masculino. B) As 4 regides principais da estrutura
anatomica da prostata: zona central, zona de transi¢do, regido fibromuscular e zona periférica. Fonte: Figura
adaptada de SAUER et al (2020) com Copyright © 2020 distribuido sob os termos e condic¢des da licenga Creative
Commons Attribution (CC BY 4.0)!

' Link de acesso para o os termos e condi¢des da licenga Creative Commons Attribution (CC BY 4.0) para o uso
de imagem do artigo SAUER et al (2020): https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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A carcinogénese do CaP engloba a ocorréncia de mutagdes somaticas no genoma das
células epiteliais basais e luminais da prdstata, que impactam na regulacdo do crescimento,
proliferagdao e morte celular. Em estagio inicial o tumor se desenvolve lentamente e localizado
na prostata, e assim que as células tumorais passam pela transi¢ao epitélio-mesénquima (TEM),
apresentam carater migratorio resultando na disseminag¢do metastatica (WANG et al., 2018).
Os sitios localizados, como os linfonodos pélvicos e o0ssos, sdo os primeiros alvos da
disseminagdo metastatica. O avango da doenga para sitios mais distantes como linfonodos
distantes, pulmao, figado e cérebro esta associado a uma pior sobrevida (REBELLO et al.,
2021).

Uma série de fatores de risco tém sido relacionados com o desenvolvimento de CaP. A
idade ¢ um dos fatores mais associados, uma vez que a incidéncia do CaP aumenta com a idade
e mais de 85% dos individuos diagnosticados possuem mais de 60 anos. Da mesma forma, a
raca ¢ etnia tém sido associadas, uma vez que homens afro-americanos e caribenhos possuem
maior risco de serem diagnosticados com CaP. Além disso, o historico familiar também
demonstra importancia, ja que o risco do acometimento de CaP ¢ maior de acordo com o grau
de parentesco e o nimero de familiares que tiveram CaP. Outros fatores como tabagismo,
obesidade e dieta composta de alto teor de gordura, acticares e alimentos processados t€m sido
sugeridos como potenciais fatores de risco, contudo ainda héa poucas evidéncias (MOREIRA;
ABERN, 2018; REBELLO et al., 2021).

Pacientes diagnosticados com CaP podem apresentar tanto uma doenga do tipo
localizada quanto avangada. Cerca de 80% dos casos de CaP recém diagnosticados sdo
localizados, 15% com metastase local e 5% com metastase a distancia. A sobrevida de pacientes
com CaP localizado pode chegar até¢ 99% em 10 anos, enquanto para casos avangados e
metastaticos a taxa de sobrevida varia de 26% a 30% em 5 anos (REBELLO et al.,2021; RITCH
etal.,2018; SWAMI et al., 2020).

O CaP avangado ¢ definido como a doenga em que o cancer reincidiu apds intervengao
clinica do tipo cirtrgica e/ou radioterapia; ou apresentou metdstase sem terapia prévia. A
doencga avancada apresenta uma das formas mais agressivas do CaP e geralmente ¢ considerada
incuravel (SWAMI et al., 2020). Deste modo, a deteccdo precoce ¢ imprescindivel para o
sucesso do tratamento € um bom prognostico, uma vez que estudos ja demostram que homens
que foram diagnosticados precocemente apresentaram uma taxa de sobrevida superior a 90%

(ABOU et al., 2020).



15

1.1.2 Diagnostico do CaP

O diagnostico do CaP ¢é realizado por meio dos exames de quantificagdao do nivel sérico
de antigeno prostatico (PSA), exame retal digital (DRE), ressonancia magnética e bidpsia da
prostata (MATUSZCZAK et al., 2021; REBELLO et al., 2021). A avaliagao do nivel sérico de
PSA ¢ o mais utilizado, apesar de ndo poder ser usado isoladamente, visto que nao € especifico
do cancer e sim, do 6rgdo, sua expressao ¢ influenciada pela idade e elevada em condi¢des de
neoplasias benignas. A solicitagdo de exames complementares, como a biopsia da prostata,
permite a associacdo com parametros clinicos que possibilitam um diagndstico com melhor
acuracia ¢ a melhor abordagem terapéutica (BOERRIGTER et al., 2019; CROCETTO et al,
2022; DIAZ-FERNANDEZ et al., 2021;).

A biopsia da prostata representa o unico procedimento considerado padrao ouro com
acurdcia significativa. Neste método uma agulha ¢ utilizada para coletar uma pequena amostra
de tecido da regido tumoral para andlise microscopica (CROCETTO et al, 2022;
SEKHOACHA et al, 2022). Apesar de ser muito utilizada, ¢ um procedimento doloroso e
invasivo para o paciente, podendo apresentar complicagdes como sangramento, retencao

urinaria, infeccao, sepse, entre outros. (BOERRIGTER et al., 2019; POULET et al, 2019).

1.1.2.1 Biopsia liquida

Apresentando uma nova alternativa de abordagem clinica menos invasiva, a bidpsia
liquida tem se mostrado uma opg¢do potencial na pratica clinica. O método se baseia na
varredura de componentes clinicamente informativos presentes em amostras de fluidos
corporais, tais como sangue, urina e saliva (LI et al., 2020; SWAMI et al., 2020). Estes
componentes derivados de tumor sdo uma fonte valiosa de biomarcadores que podem ser
utilizados para orientar abordagens diagnosticas, terapéuticas e prognosticas (BOERRIGTER
etal., 2019).

Inicialmente, a bidpsia liquida foi uma metodologia utilizada para a analise de células
tumorais circulantes (CTCs), hoje abrange diversos biomarcadores, tais como DNA tumoral
circulante (ctDNA), RNA tumoral circulante (ctRNA), cell-free DNA (cfDNA), RNA
mensageiro (mRNAs), vesiculas extracelulares (VEs) e demais conteudos protéicos
(IGNATTIADIS et al, 2021; POULET et al, 2019). Os biomarcadores carregam informagdes
gendmicas e protedmicas dos tumores, fornecendo dados moleculares importantes em relagao
ao microambiente tumoral (CROCETTO et al, 2022).

Quando comparada a bidpsia de tecido a biopsia liquida apresenta varias vantagens que

sustentam sua escolha, tais como possibilidade de acompanhamento longitudinal do tumor;
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procedimento ndo ou minimamente invasivo; capacidade de compreensdo da heterogeneidade
do tumor; facil obtencdo; aproveitavel para varios ensaios e diversas outras conveniéncias que

a tornam uma opgao potencial (CROCETTO et al, 2022; POULET et al, 2019).

1.1.3 Prognostico do CaP

Normalmente, em estdgio inicial, o CaP ¢ assintomaético e sua evolugdo ¢ heterogénea,
podendo ser lenta ou acelerada, evoluindo para a metastase e até ao obito. O progndstico €
fundamental para a estratificagdo do risco da doenca, visto que, molda as prioridades e tomadas
de decisoes clinicas complexas de acordo com o que o paciente necessita. Alguns exemplos de
decisdes envolvem a necessidade de implementacdo de terapias sistémicas paliativas,
intervengoes cirdrgicas, tipo de nutricdo, entre outras (HUI ef al., 2019; MOREIRA; ABERN,
2018).

O estudo do progndstico engloba desde a previsdo da sobrevida do paciente até o
acompanhamento da evolucdo da doenga. O prognoéstico de sobrevivéncia é considerado um
desafio, visto que em muitos casos depende da intuicdo clinica baseada em abordagens
subjetivas para a avaliacdo da probabilidade da evolug¢do do estado clinico de um paciente a
obito. Isso torna o prognostico impreciso, uma vez que a confiancga dos profissionais da satde
¢ afetada pela incerteza da precisdo de seu proprio julgamento, contribuindo para a falha na
transmissao de informagdes aos pacientes e a falta de tomadas de decisdes terapéuticas cruciais
(HUI et al., 2019; MARTIN et al., 2020).

Em vista disso, hd uma gama de recomendagdes e modelos que tém sido descritos com
0 objetivo de aprimorar a acuracia dos métodos progndsticos. A maioria desses métodos se
baseiam em parametros clinicos que quando associados complementam a andlise clinica. Para
o CaP, os principais parametros clinicos utilizados sdo o nivel de PSA, escore de Gleason e
estadiamento clinico (TNM). Uma vez que o estadio ¢ avangado sdo incorporados fatores de
status de performance como o Karnofsky performance score (KPS) (KPS) e/ou Eastern

Cooperative Oncology Group (ECOG) (MOREIRA; ABERN., 2018).

1.1.3.1 Parametros clinicos

A avaliacdo do nivel sérico de PSA ja estd bem estabelecida, apesar de apresentar
algumas desvantagens. Neste método, os valores de referéncia associam a dosagem de PSA ao
risco da doenga. De acordo com as diretrizes da National Comprehensive Cancer Network
(NCCN, 2022), valores de PSA < 10 ng/mL s3o considerados de baixo risco, entre 10 e 20

ng/mL risco intermedidrio e > 20 ng/mL alto risco. Em sintese, quanto maior o nivel de PSA,
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maior o risco do paciente apresentar CaP. Todavia, ¢ importante ressaltar que muitos fatores
interferem nos valores normais de PSA, tais como idade, tamanho da prostata, inflamacao e
Hiperplasia benigna. Deste modo, € necessario que haja uma associagdo com outros parametros
clinicos a fim de evitar resultados falsos positivos e negativos (MOREIRA; ABERN, 2018).

O escore de Gleason ¢ um dos métodos que podem ser associados a avaliacao de PSA,
uma vez que esse sistema ¢ um modelo de classifica¢ao histopatoldgico baseado no padrido de
crescimento celular do tumor. Neste método, os padrdes primarios e secundarios das células do
CaP sdo classificados em 5 graus (1 a 5) e a soma desses dois padrdes distintos, que variam de
2 a 10, geram o escore de Gleason (Tabela 1). Dessa forma, quanto maior o grau, mais agressivo
sera considerado o tumor (BUYYOUNOUSKI et al., 2017; MOREIRA; ABERN, 2018).

Tabela 1 - Escore de Gleason

Grupos Escore de Gleason
1 | <6
2 | 7 (3+4)
3 | 7 (4+3)
4 | 8 (4+4; 3+5; 5+3)
5 " 90u 10 (4+5; 5+4; 5+5)

Fonte: Autoria propria baseado em BUYYOUNOUSKI et al., (2017)

Além disso, outro método comumente associado ao PSA ¢ o sistema de estadiamento
TNM (tumor-linfonodo-metéstase), definido como uma metodologia que relaciona a extensao
do tumor com o risco de progressdao da doenca. Neste método, a extensdo do tumor primario
(T), os linfonodos regionais (N) e a metastase a distdncia (M) sdo avaliados e classificados
(APENDICE A). A partir dessa classificagdo, os pacientes sdo categorizados em 4 estadios,
sendo 3 ndo-metastaticos (I, II, III) e 1 metastatico (IV). Para o estadio IV, grupo de estudo em
questao, ¢ considerado: T4 NO MO; qualquer T, qualquer N1 e MO; e qualquer T, qualquer N e
M1, que se refere a metastase a distancia (BUYYOUNOUSKI et al., 2017).

Além dos parametros citados, para o CaP avancgado sdo incluidos parametros baseados
no status de performance do paciente, como o Karnofsky performance score (KPS) e/ou Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG). Ambos os modelos avaliam os sintomas e o status de
desempenho da mobilidade dos pacientes oncologicos, porém se diferenciam em relacdo a

escala de medicao (DATTA et al.,2019; STONE et al., 2023).
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No modelo KPS a escala ¢ obtida em porcentagem que varia de 10 a 100%, sendo os
menores valores mais desfavoraveis em que o paciente ¢ considerado moribundo em iminéncia
da morte e os maiores valores sdo mais favoraveis em que o paciente nao apresenta sinal ou
queixa da doenga. Ja no modelo ECOG o grau de capacidade do paciente para a realizagdo das
atividades basicas ¢ dividido em uma escala de 6 pontos que variam de 0 a 5, sendo o valor 0 o
mais promissor em que o paciente esta totalmente ativo e o valor 5 o mais desfavoravel em que
o paciente vai a 0bito (GRIDELLI et al., 2022; KELLY et al., 2016). Apesar de apresentarem

escalas de medidas diferentes, podem ser associadas, conforme mostrado no ANEXO A.

1.1.3.2 Metodologias estatisticas de precisdo progndstica

Assim que uma nova metodologia diagndstica ou progndstica € proposta, ¢
imprescindivel que analises estatisticas sejam realizadas a fim de validar a efic4cia e a acuracia
da capacidade discriminatoria do modelo. Dentre os diversos parametros estatisticos que podem
ser avaliados, encontram-se a sensibilidade, especificidade, acuréacia, valor preditivo
positivo/negativo que podem ser avaliados por meio da curva ROC (SIMUNDIC, 2009).

A sensibilidade se refere a medida que avalia a capacidade de um modelo
discriminatorio em classificar corretamente individuos que apresentam uma doenga que terao
resultados verdadeiros positivos (VP). Por outro lado, a especificidade, representa a medida que
avalia a capacidade de um mesmo modelo em classificar corretamente individuos que nao
apresentam a doenca que terdo resultados verdadeiros negativos (VN). Essas duas varidveis sdo
avaliadas em conjunto. Todavia, seus valores sdo inversamente proporcionais, uma vez que a
medida que a sensibilidade aumenta, a especificidade diminui e vice-versa. (AKOBENG, 2007;
MALIA, 2011; PARIKH et al., 2008)

A relagdo entre a sensibilidade e a especificidade gera a curva ROC (Receiver Operating
Characteristic). Essa ferramenta grafica € util para a avaliagdo do desempenho da capacidade
discriminatoria de testes diagnosticos e progndsticos. Neste modelo grafico, a relagdo entre a
taxa de verdadeiros positivos (sensibilidade) e a taxa de falsos negativos (especificidade) podem
ser plotados e cada ponto representado na curva ¢ considerado um possivel ponto de corte (JOY
et al., 2005; MAIA, 2011). A partir do grafico da curva ROC ¢ possivel calcular a area sob a
curva (AUC) e por meio desses valores avaliar a precisao do modelo discriminatorio. Os valores
de AUC podem variar de 0 a 1, sendo os mais proximos de 1 bons indicadores da qualidade do

teste proposto (Tabela 2) (SIMUNDIC, 2009).
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Tabela 2. Relacdo entre a area sob a curva ROC e a precisdo do modelo prognostico

AUC Precisao do modelo progndstico
09-1.0 Excelente
08-09 Muito bom
0.7-08 Bom
06-0.7 Suficiente
05-06 Ruim
<0.5 | Teste nao ¢ util

Fonte: Adaptado de SIMUNDIC, 2009

1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

1.2.1 Principios do FTIR

A espectroscopia de FTIR ¢ uma ferramenta analitica que tem sido aplicada em
diferentes areas para a caracterizacdo de estruturas e composi¢des quimicas dos materiais. O
método se baseia na medicao da interagdao da luz infravermelha (IV) incidida sobre os atomos
presentes nas moléculas. Mais precisamente, quando as moléculas sao irradiadas pela luz IV,
parte da energia ¢ absorvida resultando na vibra¢do, em uma frequéncia maior, das ligacdes
quimicas dos 4&tomos (SOLOMONS et a/, 2018; WANG et al, 2021).

Estas vibracoes se dao por meio de alteracdes nos modos rotacionais e vibracionais das
moléculas, uma vez que, ao vibrar os atomos se movem um em relagdo ao outro, ocasionando
principalmente deformagao angular/dobramento ou deformacao axial/estiramento das ligagdes.
Na deformagdo axial (estiramento) ocorre a variacdo no comprimento das ligagdes entre os
atomos, os quais sofrem compressao ou estiramento simétrico ou assimétrico. Por outro lado,
na deformacao angular (dobramento) ocorre a mudanca angular das ligagdes em relacdo ao
plano ou fora do plano, podendo ser simétrica ou assimétrica (Figura 2) (SANTOS et al, 2017,

SOLOMONS et al, 2018).


https://sciprofiles.com/profile/1443633
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Figura 2 - Representagdo das vibragdes de deformagao axiais e angulares.
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Fonte: Autoria propria baseado no SANTOS et al, (2017)

Esse processo ¢ quantizado e a energia absorvida ¢ registrada em forma de espectros que
possuem padrdes Unicos de absor¢do determinados pela composi¢do da amostra, gerando uma
impressao digital molecular que permite diferencid-la de outras moléculas. Cada espectro
apresenta bandas caracteristicas em que a posicao, altura e largura irdo variar de acordo com o

perfil bioquimico da amostra (FADLELMOULA et al, 2022; WANG et al, 2021;)

1.2.2 Métodos de analise de amostra

As amostras podem ser analisadas por trés métodos de espectroscopia FTIR, os quais
sdo a transmissao, transflexao e reflexdo (Figura 3). No método de transmissao, um feixe de luz
IV incide sobre a amostra atravessando o substrato. Na transflexdo, a amostra é colocada em
um substrato e o feixe de luz IV incide por cima da amostra. Na reflexdo, o feixe de luz IV ¢
refletido da interface entre a amostra e outro meio, podendo ser externa ou interna (BAKER et

al, 2014; BRUYNE et al, 2017).



Figura 3: Métodos comuns de andlise de amostras por espectroscopia FTIR
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Fonte: Adaptado de BRUYNE et al. (2017) © copyright # [2017], com permissdo da Informa UK
Limited, trading as Taylor & Taylor & Francis Group 2

A reflexdo interna, também conhecida como reflexao total atenuada (ATR), ¢ a mais
utilizada, pois apresenta a vantagem de demandar pouca ou nenhuma preparacdo da amostra.
Na reflexdo total atenuada (ATR), o feixe infravermelho passa por um cristal com alto indice
de refracao (diamante, seleneto de zinco, germanio ou silicio) penetrando a amostra em forma
de uma onda evanescente com uma profundidade de 1 a 2 um, por fim retornando ao cristal

gerando um espectro de absorbancia da amostra (BAKER et al, 2014; WANG et al, 2021).

1.2.3 Associacoes entre bandas e biomoléculas

Os espectros no IV sdo divididos em trés regides principais, a regido do Infravermelho
proximo que compreende o intervalo 12500 - 4000 cm™'; a regido Infravermelho médio que
compreende o intervalo 4000 - 400 cm™'; e a regido Infravermelho distante que compreende o
intervalo 400 - 10 cm™'. Quando se trata de andlises bioldgicas, a regido média é a mais utilizada,

visto que ¢ onde se localizam as informagdes referentes aos grupos funcionais entre 4000 - 1300

2 Applications of mid-infrared spectroscopy in the clinical laboratory setting; Sander De Bruyne, Marijn
M. Speeckaert, et al; Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences; © copyright # [2017], com permissdo da
Informa UK Limited, trading as Taylor & Taylor & Francis Group, http://www.tandfonline.com
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cm’! e a impressdo digital biomolecular da amostra, que varia entre autores, em torno de 1800
- 800 cm™ (BAKER et al, 2014; SANTOS et al, 2017; WANG et al, 2021).

Quando os grupos funcionais vibram dao origem a bandas de absor¢ao em frequéncias
caracteristicas no espectro, servindo como guias sobre a composicao bioquimica da amostra.
Essas regides e picos especificos permitem a caracterizagdo a nivel molecular de lipidios,
proteinas, dcidos nucléicos, carboidratos entre outros; presentes na amostra biologica, conforme
mostrado na Figura 4 (BAKER et al, 2014; FERREIRA et al., 2020).

Figura 4: Bandas caracteristicas de biomoléculas no FTIR
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Fonte: Adaptado de WANG et al (2021) com Copyright © 2021 distribuido sob os termos e condi¢des da licenga
Creative Commons Attribution (CC BY 4.0)°. A Figura foi parcialmente gerada usando a Servier Medical Art,

fornecida pela Servier, licenciada sob a licenga Creative Commons Attribution 3.0.

1.2.4 Potencial clinico da espectroscopia de ATR-FTIR

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com reflexdo total
atenuada (ATR-FTIR) possibilita a caracterizagdo ampla de espécies quimicas e biologicas de
solidos, liquidos e gases; fornecendo informagdes quanto a composi¢do quimica e estrutural a
nivel molecular de cada amostra (FERREIRA et al., 2020; SALA et al., 2020). Comparado aos
demais métodos ¢ vantajoso, visto que ¢ reprodutivel, rapido, sensivel, ndo invasivo, barato,
ndo necessita de reagentes e grandes quantidades de material da amostra (SALA et al.,

2020). Os espectros de infravermelho possibilitam a medi¢do de alteracdes nos modos

3 Link de acesso para o os termos e condi¢des da licenga Creative Commons Attribution (CC BY 4.0) para o uso
de imagem do artigo WANG et al (2021): https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


https://sciprofiles.com/profile/1443633
https://www.google.com/url?q=https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/&sa=D&source=docs&ust=1686837767395546&usg=AOvVaw2SZx2b53pTzLzCCGi1mQF_
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vibracionais que estdo relacionados a carcinogénese, concedendo informagdes valiosas sobre a
geracdo e a progressdo do cancer a nivel molecular que ocorrem previamente as alteracdes
morfologicas (FERREIRA et al., 2020).

Diversas pesquisas ja tém mostrado o potencial deste método. Por exemplo, o estudo
desenvolvido por Yap et al. (2021) utilizaram a espectroscopia de FTIR para avaliar o valor
diagnostico de vesiculas extracelulares de amostras de urina de pacientes com CaP. O estudo
evidenciou que o modelo desenvolvido associado ao FTIR tem potencial como método de
rastreamento complementar aos ja utilizados na triagem do CaP.

Outro exemplo, voltado para o dominio prognostico mas em tipo tumoral diferente, foi
o de Zelig et al. (2011) que demonstraram o potencial da técnica de FTIR ao aplica-la para
monitoramento de marcadores em amostras de sangue de pacientes com leucemia aguda
infantil. A técnica se mostrou potencial como ferramenta de pré-triagem e monitoramento,
sendo essencial no acompanhamento a longo prazo das respostas aos tratamentos

quimioterapicos.
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2 OBJETIVO GERAL

Associar parametros clinicos e de sobrevida com biomarcadores espectrais circulantes

derivados do soro para o progndstico e predi¢ao do cancer de prostata avangado (CaP).

Objetivos especificos:

* Analisar o soro de pacientes com CaP avangado e gerar espectros por meio de
espectroscopia ATR-FTIR;

* Identificar nimeros de onda especificos nos espectros a fim de caracterizar o perfil
bioquimico das amostras;

* Verificar se houve diferencas espectrais na composi¢ao molecular do soro de pacientes
que nao foram a 6bito dos que foram a 6bito, assim como de pacientes com Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) 1 comparados a pacientes com Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOQG) 2;

* Associar os numeros de ondas selecionados 1541 cm-1 e 1514 cm-1 com os parametros
clinicos de idade, sobrevivéncia, PSA, Gleason score, sitios metastaticos, tratamento em curso

e ECOG.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (CEP/UFU), com o nuimero de CAAE
08755018.1.0000.5152 (ANEXO B). Apds a explicacdo dos objetivos do estudo, os
participantes da pesquisa que concordaram ser incluidos, assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2 Participantes da pesquisa e delineamento do estudo

Os participantes da pesquisa foram recrutados no Setor de Oncologia do Hospital de
Clinicas da UFU (HC-UFU). Participaram deste estudo, 12 homens com céancer de prostata
avancado que estavam em atendimento no servigo. O sangue periférico foi coletado por
pesquisador treinado e as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de
Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho no Instituto de Biotecnologia. Dados
clinicos e socioecondmicos dos pacientes foram obtidos por meio de entrevistas realizadas por

pesquisadores previamente treinados e prontuarios foram analisados.

3.3 Caracteristicas clinicas, bioquimicas e instrumentos utilizados

Foram utilizadas informac¢des como 6bito ou ndo 6bito, as quais foram coletadas na data
da iltima coleta da amostra. O grupamento de 6bito considerou o grupo 1 pacientes Obitos e o
grupo 0 pacientes Nao obitos.

Foi aplicado o instrumento (ECOG) (ANEXO A) para avaliar o status de performance
dos pacientes. No grupamento em relagdo aos dados de ECOG, foi realizada a divisdo dos
pacientes em 2 grupos, sendo o grupo 1 os graus 0 e 1; e o grupo 2 os graus 2, 3 e 4. Essa divisdo
dos pacientes foi definida de acordo com as analises dos pardmetros clinicos que fundamentam
a escala de ECOG e os presentes dados clinicos dos pacientes componentes da pesquisa.

Os dados clinicos referentes a idade, sobrevivéncia, PSA, Gleason score, sitios
metastaticos, tratamento em curso e ECOG foram avaliados a partir das analises das entrevistas
e prontudrios dos participantes da pesquisa. O ECOG foi avaliado em posteriores analises
estatisticas de acordo com o questiondrio e agrupamento proposto pelo Dr. Carlos Eduardo
Paiva (ANEXO A). A sobrevivéncia foi calculada em dias considerando a tiltima data de coleta
de amostra dos participantes da pesquisa. Os valores do nivel sérico de PSA (ng/ml) foram

categorizados de acordo com a escala proposta pela NCCN, considerando os valores <10, entre
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10-20 e >20. Os sitios metastaticos avaliados consideraram os 6rgaos linfonodo, osso e pulmao.
O gleason score foi categorizado considerando a soma dos dois padrdes histoldgicos da bidpsia
em <7,=7¢e>7.0 tratamento em curso foi categorizado em sim ou ndo, considerando a
informacao da ultima coleta sobre a atual intervencao terapé€utica a que os participantes da
pesquisa estdo sendo submetidos, podendo estas serem quimioterapias, hormonioterapias e/ou

radioterapias.

3.4 Coleta e processamento de amostras

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo a vacuo contendo gel
separador e ativador de coagulo. Posteriormente, foram centrifugadas uma vez por 15 minutos
a 2500xg a temperatura ambiente para separagdo e obtencdo do soro. Em seguida, as amostras
de soro foram armazenadas em tubos eppendorfs e guardadas em ultra-freezer a -80°C até a

analise.

3.5 Espectroscopia ATR-FTIR

As andlises por Espectroscopia ATR-FTIR foram realizadas em parceria com o Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) na linha de luz IMBUIA do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas (SP). Titulo do projeto “Smart
Prognosis: a new approach using the FTIR platform for metastatic solid tumors” ID: 20221855.

I utilizando o

Os espectros foram medidos na regido de nimero de onda 4000 a 650 cm"
Espectrometro FTIR Agilent Cary 600 Series (Agilent Technologies) acoplado com detector
MCT (Mercury-Cadmium-Telluride). O espectro do ar foi utilizado como background antes de
cada analise. No experimento 1 uL. de amostra foi colocado diretamente sob o cristal ATR, em
seguida uma pastilha de ouro foi colocada em cima para espalhamento uniforme da amostra e
logo retirada para que a amostra pudesse secar a temperatura ambiente (25°C) durante 4
minutos. O espectro foi registrado e salvo pelo software Resolutions pro. Os espectros das

amostras foram obtidos em triplicata, com uma resolugio espectral de 4 cm™, e para cada

medicao foram realizadas 64 varreduras.

3.6 Pré-processamento dos espectros
Os espectros infravermelhos obtidos foram analisados apds passar por etapas de pré-
processamentos utilizando o software Orange, essas etapas envolveram a corre¢do positiva da

linha de base Rubberband e normalizag¢do por minimo e maximo. Além disso, a fim de acentuar
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as bandas e aumentar a precisdo de andlise, foi aplicada a segunda derivada do espectro pelo

filtro Savitzky-Golay com 23 points of window.

3.7 Analises estatisticas

Apbs o pré-processamento, os valores originais e de segunda derivada foram utilizados
nas andlises estatisticas, que foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8.0.1.
Primeiramente, realizou-se o teste de normalidade dos dados (Shapiro-Wilk) e a partir do
comportamento das variaveis, que apresentaram distribui¢do normal, foi utilizado o teste
paramétrico Teste-t ndo pareado com corre¢do de Welch, considerando um intervalo de
confianga (IC) de 0,95 e valores de p < 0,05. Também foram realizadas analises de curva ROC

a fim de avaliar sensibilidade, especificidade e acuracia de numeros de onda significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao clinica dos pacientes com CaP

As principais caracteristicas clinicas dos participantes da pesquisa encontram-se na
Tabela 3. O estudo foi realizado com 12 homens, com idade média + desvio padrao (DP) de
70,3 £ 7,7 anos. Os participantes foram agrupados de acordo com a informacao de 6bito, sendo
que quatro foram a 6bito e oito pacientes vivos até o momento das analises realizadas, com
idade média = DP de 73,2 + 7,5 anos e 68,8 £ 7,8 anos, respectivamente (p>0,05) e
sobrevivéncia média £+ DP de 161,5 + 83,4 dias e 4244 + 161,1 dias, respectivamente
(p=0,004). Em relacdo ao exame de PSA realizado em até 3 meses antes ou ap6s a0 momento
da coleta, 100% dos pacientes do grupo obito (n = 4) apresentaram valor maior ou igual a 20
ng/ml, enquanto pacientes ndo 0bito 75% (n = 6) apresentaram o mesmo valor. No escore de
Gleason, medido no momento de diagnostico, 100% dos pacientes obito (n = 4) apresentaram
a soma dos padrdes maior que sete, comparado aos pacientes ndao obito que 50% (n = 4)
apresentaram > 7 e 37,5% (n = 3) apresentaram Gleason score igual a sete. Quanto ao
agrupamento ECOG, 100% dos pacientes 6bito (n =4) apresentaram status de performance dois
que inclui os graus 2, 3 e 4, enquanto cerca de 62,50% dos pacientes ndo 6bito (n = 5)

apresentaram performance 1 que inclui os graus 0 e 1.
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Tabela 3 -Varidveis clinicas dos participantes da pesquisa com CaP avangado

Variveis OBITO NAO OBITO
Pacientes (n= 4) Pacientes (n=8)
Idade (anos)
73.25+7.,5(62-78) 68.8 £ 7.8 (61 - 85)

Média £+ DP (Min-Max)

Sobrevivéncia (dias)

Média £ DP (Min-Mix) ! 161,5 + 83,4 (54 - 230) 4244+ 161.1 (185 - 576)
n % I n %
Sitios metastaticos
Linfonodos | 0 0% 5 C62,50%
Ossos | 4 | 100% | 8 | 100%
Pulmoées | 0 | 0% | 2 | 25%
PSA (ng/ml)
<10 | 0 0% | 12,50%
10-20 | 0 0% 1 O 12,50%
>20 | 4 C100% 6 S T75%
Gleason score
<7 | 0 0% 1 O 12,50%
7 | 0 0% 3 37,50%
>7 | 4 C100% 4 C50%
Tratamento em curso
Nio | 1 S s 5 O 65%
Sim | 3 S 75y 3 L 37.5%
ECOG ?
1 | 0 0% 5 C62,50%
2 | 4 C100% 3 C37,50%

Legenda: I Sobrevivéncia foi avaliada em dias desde a data da tltima coleta até 0 momento em que foi realizado

as andlises dos dados; > ECOG foi agrupadoem 1 (0 e 1) e 2 (2,3 e 4).
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4.2 Anilise de espectros FTIR do soro de pacientes CaP Obito e Nio 6bito

A média do espectro infravermelho original total dos pacientes agrupados em Obito e
Nao obito esta representada na Figura 5. Foi observado que a absorbancia do espectro do grupo
Nio 6bito foi maior em algumas regides em comparagio com o grupo Obito. Dessa forma, com
o objetivo de acentuar essas alteracdes, foi obtida a segunda derivada do espectro
infravermelho, sendo mostrada na Figura 6 a regido fingerprint (1800 - 800 cm™) . Os nimeros
de onda 1541 cm! e 1514 cm’!, referente a regiio amida II, apresentaram alteracdes
consideraveis na intensidade da banda de absorcao, conforme mostrado na Figura 7. Por esse
motivo, esses numeros de ondas foram selecionados para posteriores analises, a fim de

investigar seus potenciais como biomarcadores.

Figura 5 - Espectro original médio do FTIR para os grupos Nao 6bito (linha vermelha) e

Obito (linha azul).
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Fonte: Autoria propria, com dados retirados do software Orange.
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Figura 6 - Espectro médio da segunda derivada para os grupos Nao Obito e Obito mostrando

a regido fingerprint entre 1800 cm ' e 800 cm ~ L.
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Fonte: Autoria propria, com dados retirados do software Orange.

Figura 7. Espectro médio da segunda derivada para os grupos Nio Obito e Obito da regido

entre 1600-1400 cm ! destacando os ntmeros de onda 1541 ¢cm ' e 1514 cm .
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A fim de avaliar a capacidade discriminatéria dos nimeros de ondas 1541 cm™ e 1514
cm’' que se mostraram relevantes entre os grupos Obito e Nio Obito, primeiramente foram
realizadas comparagdes das absorbancias médias da segunda derivada (Figura 8 a,b).

O numero de onda 1541 cm™ do grupo Obito apresentou com significancia (p = 0,0299)
uma maior absorbancia (0,0033 a.u.) quando comparado ao grupo Nao ébito (0,0029 a.u.). J&
em relagdo ao niumero de onda 1514 cm™, o grupo Nio 6bito apresentou com significancia (p
= 0,0389) uma maior absorbancia (0,0021 a.u.) que o grupo Obito (0,0014 a.u.). Portanto, os
dois numeros de onda selecionados anteriormente permitiram uma discriminagao entre os dois
grupos, havendo diferenca significativa entre as médias. O proximo passo foi avaliar a curva
ROC ¢ a area sobre a curva (AUC), a fim de testar o desempenho e acuracia do modelo
discriminatorio, através dos parametros de especificidade e sensibilidade.

Os resultados das andlises de curva ROC e AUC de ambos os niimeros de onda 1541
cm! e 1514 cm! estdo apresentados na Figura 8 c, d. Ao analisar os dados, foi observado que
ambos os numeros de ondas apresentaram AUC de 0.8438 para pacientes Obito e Ndo 6bito. O

melhor ponto de corte da curva ROC para o niimero de onda 1541 cm

apresentou
especificidade de 75% e sensibilidade de 100% com p = 0.0617, enquanto para 1514 cm™

apresentou sensibilidade de 75% e especificidade de 87,5% com p = 0.0617.
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Figura 8. Comparacdo da absorbancia média da segunda derivada dos numeros de onda

relevantes entre os grupos Obito e Néo obito.
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Graficos de dispersdo dos nimeros de onda (a) 1541 cm™ e (b) 1514 cm! para 6bito (azul) e ndo dbito (vermelho).
A linha representa a média, e as barras de erro representam o desvio padrdo da média (*P < 0.05, comparagao de
grupos via teste-t ndo pareado com correcdo de Welch’s). Curvas ROC relativas aos nlimeros de onda (c) 1541
cm™! e (d) 1514 cm™. Os resultados de area sob a curva (AUC), valor de P, cut-off, sensibilidade e especificidade
estdo sendo mostrados proximos a curva ROC (P < 0,05). Fonte: Autoria propria, com dados retirados do

software GraphPad Prism 8.0.1.

4.3 Analise de espectros FTIR do soro de pacientes CaP ECOG 1 e ECOG 2

Com o objetivo de validar o potencial biomarcador dos numeros de ondas obtidos nas
analises anteriores entre os espectros de Obito ¢ Nio oObito, analises comparativas foram
realizadas com o parametro clinico cldssico ECOG. Nessas analises os pacientes foram
agrupados em ECOG 1 e ECOG 2, compreendendo os graus 0 e 1; e 2,3 e 4, respectivamente.

A média do espectro infravermelho original total dos pacientes ECOG 1 e ECOG 2 foi
obtida e a partir desta foi feita a 2% derivada desse espectro a fim de acentuar as diferengas das
absorbancias em certas regides de interesse. O espectro médio da segunda derivada para os
grupos ECOG 1 e ECOG 2 na regido fingerprint (1800 cm™ e 800 cm™) ¢ mostrado na Figura

9. Observou-se que a regido da Amida II também apresentou notaveis alteracdes na absor¢ao
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nos nimeros de onda 1541 cm™ e 1514 cm™ entre os dois grupos avaliados, assim como

observado nas analises anteriores entre Obito vs No obito (Figura 10).

Figura 9. Espectro médio da segunda derivada para os grupos ECOG 1 ¢ ECOG 2 mostrando

a regido fingerprint entre 1800 cm ! e 800 cm !
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Fonte: Autoria propria, com dados retirados do software Orange

Figura 10. Espectro médio da segunda derivada para os grupos ECOG 1 e ECOG 2 entre

1600-1400 cm ~! destacando os nimeros de onda 1541 cm ' e 1514 cm .
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Fonte: Autoria propria, com dados retirados do software Orange

Dessa forma, andlises de teste-t e curva ROC foram realizadas a fim de comparar e

avaliar a acuracia do potencial discriminatorio das absorbancias médias da segunda derivada
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dos ntimeros de ondas 1541 cm™ e 1514 cm™ dos grupos ECOG 1 e ECOG 2. Para as analises
de teste-t (Figura 11 a,b ), foi observado que o nimero de onda 1541 cm™ do grupo ECOG 2
apresentou, com significancia (p=0,0176), maior absorbancia (0,0033 a.u.) em relagdo ao grupo
ECOG 1 (0,0027 a.u.). Em relagdo ao nimero de onda 1514 cm™ o grupo ECOG 1 apresentou,
com significancia (p=0.0135), maior absorbancia (0,0023 a.u.) quando comparado ao ECOG 2
(0,0015 a.u.). Portanto, os dois nimeros de onda permitiram discriminar os grupos ECOG 1 e
ECOG 2. O desempenho discriminatorio dos nimeros de onda 1541 cm™ e 1514 cm™! foi
avaliado por analises de curva ROC e area sob a curva (AUC) e os resultados estdao apresentados
na Figura 11 ¢, d. Para os niimeros de onda 1541 cm™ e 1514 cm™ o resultado de AUC foram,
respectivamente, 0,8571 ¢ 0,8857. Ja em relagdo a curva ROC, o melhor ponto de corte para

ambos os nimeros de onda apresentou sensibilidade de 87,71% e especificidade de 80%.

Figura 11. Comparagdo da absorbancia média da segunda derivada dos niimeros de onda

relevantes entre os grupos ECOG 1 e ECOG 2
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Graficos de dispersdo dos niimeros de onda 1541 cm™! (a) € 1514 cm™ (b) para ECOG 1 (vermelho) e ECOG 2
(azul). A linha representa a média, e as barras de erro representam o desvio padrdo da média (*p < 0.05,

comparagdo de grupos via teste-t ndo pareado com correcao de Welch’s). Curvas ROC relativas aos nimeros de
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onda 1541 cm™ (c) € 1514 cm™ (d). Os resultados de 4rea sob a curva (AUC), valor de p, cut-off, sensibilidade e
especificidade estdo sendo mostrados proximos a curva ROC (#p < 0,05). Fonte: Autoria propria, com dados

retirados do software GraphPad Prism 8.0.1.
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5 DISCUSSAO

A busca por novos biomarcadores para o prognostico e predigao do CaP avangado ¢ de
suma importancia, uma vez que a precisao da estimativa da sobrevivéncia ¢ determinante tanto
nas tomadas de decisdes terapéuticas quanto na melhoria da qualidade do fim de vida do
paciente (HUI et al., 2019; STONE et al., 2023). Neste estudo, biomarcadores espectrais 1541
cm-1 e 1514 cm-1 conseguiram discriminar com acuracia pacientes com cancer de prostata
avangado com perfil de pior progndstico daqueles de melhor progndstico. Sugere-se que os
numeros de ondas selecionados possam ser utilizados como ferramentas de auxilio para o
aperfeicoamento da precisdo clinica para estimar a sobrevida de pacientes com CaP avancado.

Nas anélises, os nimeros de onda 1541 cm™ e 1514 cm™ apresentaram uma boa
capacidade discriminatéria entre pacientes Obito ¢ Ndo obito, uma vez que 1541 cm’!
apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 75%, enquanto 1514 cm™! apresentou
sensibilidade de 75% e especificidade de 87,75%. Além disso, ambos os métodos apresentaram
boa acuracia, visto que o valor do céalculo de AUC foi de 0,8438.

De acordo com a literatura, os resultados obtidos sdao positivos, visto que valores de
AUC entre 0,8 - 0,9 indicam que um teste possui uma capacidade discriminatoria considerada
“Muito Bom” (SIMUNDIC, 2009). Além disso, em relacio aos valores de sensibilidade e
especificidade, os resultados sdo otimistas, visto que biomarcadores hoje considerados bem
estabelecidos, tal qual o PSA, apresentam sensibilidade e especificidade de 93% e 20%,
respectivamente (MERRIEL et al., 2022).

A fim de validar a capacidade discriminatoria dos biomarcadores selecionados, foram
realizadas anélises comparativas com o parametro clinico progndstico considerado padrao ouro,

"¢ 1514 cm™! mostraram

o ECOG. Observou-se que ambos os niumeros de onda 1541 cm”
novamente potencial discriminatério entre os grupos divididos em ECOG 1 e ECOG 2,
apresentando sensibilidade e especificidade de 87,71% e 80%, respectivamente. Os valores de
AUC para 1541 cm™ foram de 0,8571 e para 1514 cm™! de 0,8857, novamente capacidade
discriminatoéria considerada “Muito bom” (SIMUNDIC, 2009).

Os resultados dessas analises comparativas entre as ferramentas analiticas comprovaram
que os numeros de onda em ambos os testes provaram ter boa capacidade discriminatoria,
validando a hipotese do potencial dos biomarcadores espectrais selecionados. Além disso,
demonstrou que os biomarcadores conseguem discriminar pacientes com a mesma acuracia que

um método padrao ouro (ECOG), com a vantagem do ATR-FTIR ser uma metodologia mais

simples e objetiva.
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O FTIR quando comparado as demais metodologias ja vigentes ¢ muito vantajoso, pois
¢ um método reprodutivel, rapido, sensivel, ndo invasivo e barato (SALA et al., 2020). Essa
técnica analitica fornece informacgdes a nivel molecular a respeito da composi¢ao bioquimica e
estrutural das amostras biologicas, gerando uma espécie de impressao digital (fingerprint) da
amostra. A partir do espectro gerado ¢ possivel analisar a presencga de grupos funcionais que
estdo relacionados as regides e picos especificos, permitindo compreender a composi¢do de
lipidios, proteinas, acidos nucléicos e carboidratos presentes na amostra biologica (BAKER et
al, 2014; FERREIRA et al., 2020; WANG et al, 2021).

Em relacdo ao perfil bioquimico dos biomarcadores espectrais selecionados neste
estudo, ambos os niimeros de ondas 1541 cm™ e 1514 cm™! compreendem a regido proteica da
Amida II. Essa regido ¢ comumente associada ao dobramento das ligacdes NH combinada com
o estiramento das ligacdes peptidicas de CN. De acordo com a literatura, as amidas I, I e III
sdo0 conhecidas por fornecerem informagdes em relagdo a conformacdo das estruturas
secundarias das proteinas e alguns estudos ja tém evidenciado a correlagdio com o cancer
(BARTH, 2007; BORTOLETTO et al., 2018).

A diferenca do conteudo proteico entre ambos os pacientes foi um fator significante
discriminatério entre os 2 grupos avaliados (Obito ¢ Nao Obito; ECOG 1 e ECOG 2). Ao
explorar os dados clinicos dos pacientes Obitos e ndo 6bitos, nota-se que todos os pacientes que
foram a Obito apresentaram valores clinicos avangados, tais como PSA > 20 ng/mL, Gleason >
7; ECOG 2; entre outros. Ja para andlise de ECOG, observou-se que o grupamento ECOG 1
apresentou valores mais brandos, compreendendo os graus 0 e 1, em que os pacientes estavam
ativos, mas com certa limitacdo. Além disso, ECOG 2 compreendeu os graus 2,3 e 4, com
aqueles pacientes que ja estavam bastante limitados ou até acamados.

Analisando os aspectos de ambos os grupos, supde-se que o conteido proteico €
influenciado pela agressividade do cancer, uma vez que os pacientes que tinham parametros
mais agressivos e pior prognostico foram bem discriminados daqueles que tinham parametros
brandos e melhor prognostico. Ambos apresentaram absorbancias diferentes nos dois niimeros
de ondas na regido proteica de amida II.

Essa hipdtese € consistente com a literatura, uma vez que autores como Ali et al (2020)
demonstraram que diferencas nas bandas de proteinas Amida I e II conseguiram discriminar
tecidos normais de tecidos de tumor cerebral humano em 1650 cm™’ e 1545 cm’,
respectivamente. Outro estudo desenvolvido por Lach et a/ (2023), evidenciaram que os picos
de proteinas Amida II (1541 cm™) e Amida I (1650 cm™), possuiam diferencas entre pacientes

controles € com Meduloblastoma. Além disso, Baker ef a/ (2008) mostraram que as bandas de
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Amida I e II conseguiram discriminar os tecidos de CaP localmente confinado do invasivo,
considerando o pico 1541 cm™ um biomarcador de amida II de estrutura alfa-helicoidal
localmente mais agressivo.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sao fundamentais para o area clinica, uma vez que,
para o progndstico do CaP, possibilita a realizagdo da estratificagdo do risco e a evolugdo da
doenca utilizando uma metodologia pratica e facil. Esta metodologia permite que os
profissionais da satde determinem com precisao a previsao da sobrevivéncia dos pacientes € 0
tipo de intervengdo terapéutica que sera aplicada (HUI et al., 2019; MARTIN et al., 2020;
MOREIRA; ABERN, 2018).

O estudo em questdo apresentou algumas limitagdes, como o pequeno tamanho
amostral, que apesar disso mostrou potencial de gerar resultados significativos e preliminares
para futuros estudos com maior nimero amostral. Além disso, outra limitagao foi a escassez de
dados atuais na literatura que envolvam a rela¢ao da carcinogénese do CaP avangado com a
regido espectral proteica Amida II. Em contrapartida o presente estudo atuou nessa caréncia
sugerindo hipdteses inovadoras suscetiveis a serem trabalhadas e validadas em posteriores

analises.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os biomarcadores espectrais 1541 cm-1 e 1514 cm-1 conseguiram
discriminar com acuracia pacientes com cancer de prdstata avancado com perfil de pior
prognodstico daqueles de melhor prognostico. Os biomarcadores foram validados ao serem
comparados ao método progndstico padrao ouro ECOG e apresentaram valores de ROC e AUC
promissores utilizando apenas FTIR. Além disso, em relagao ao perfil bioquimico foi destacado
que as alteracdes do contetido proteico da regiao Amida II, referente aos nimeros de onda 1541
cme 1514 cm™, podem estar associadas a evolugio da agressividade do tumor de CaP.

As perspectivas para este estudo compreendem aumentar o numero amostral e avaliar o
perfil proteico das amostras de CaP avancado, a fim de esclarecer quais proteinas estdo
presentes nas amostras € a relacao entre os processos bioquimicos em que estao inseridas ¢ a

carcinogénese do CaP.
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APENDICE A - Classificacio Sistema TNM para tumor de préstata

T - Tumor Primario

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Nao ha evidéncia de tumor primario
T1 Tumor nao diagnosticado clinicamente, nao palpavel
Achado histologico incidental de tumor em 5% ou menos do tecido
Tla ressecado
T1b |Achado histologico incidental de tumor em mais de 5% do tecido ressecado
Tle |Tumor identificado por bidpsia por agulha, mas nao palpavel
T2 Tumor ¢ palpavel e confinado a prostata
T2a |Tumor envolve uma metade de um dos lobos ou menos
T2b |Tumor envolve mais da metade de um dos lobos, mas ndo ambos os lados
T2¢ |Tumor envolve ambos os lobos
T3
T3a |Tumor extra prostatico nao fixo ou que ndo invade estruturas adjacentes
T3b |Tumor invade vesicula(s) seminal(ais)
O tumor esta fixo ou invade outras estruturas adjacentes que ndo as
T4 vesiculas seminais, esfincter externo, reto, bexiga, musculos elevadores
e/ou parede pélvica
N - Linfonodos Regionais
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase nos linfonodos regionais
N1 Metastase nos linfonodos regionais
M - Metastase a Distincia
MO Sem metastase distante
M1 Metastase a distancia
Mla |Linfonodo(s) ndo regional(ais)
M1b |Osso(s)
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Mlc

Outros locais com ou sem doenga Ossea

Fonte: Autoria propria baseado em BUYYOUNOUSKI et al., (2017)



ANEXO A - ESCALA DE PERFORMANCE: ECOG

Escala de Performance: ECOG

[—]

[ =]

Completamente ativo; capaz de realizar todas as suas atividades sem restrigdo
(Karnofsky 90-100 %)
Restrigdo a atividades fisicas rigorosas; ¢ capaz de trabalhos leves e de natureza
sedentdria (Kamofsky 70-80%)

Capaz de realizar todos os auto-cuidados, mas incapaz de realizar qualquer atividade
de trabalho; em pé aproximadamente 50% das horas em que o paciente estd acordado.
(Kamnofsky 50-60%).

Capaz de realizar somente auto-cuidados limitados, confinado a0 leito ou cadeira mais
de 50% das horas em que o paciente estd acordado (Kamofsky 30-40%)
Completamente incapaz de realizar auto-cuidados basico, totalmente confinado ao
leito ou & cadeira (Karnofsky < 30%).
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