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RESUMO

Introducgédo: o diagndstico do cancer de prostata enfrenta varios desafios, um dos
principais problemas é auséncia de um marcador cancer especifico e as complicagdes
da biopsia de prostata. Esses desafios destacam a necessidade de ferramentas
diagndsticas mais disruptivas e eficazes para melhorar a precisdo do diagndstico.
Objetivo: identificar metabdlicos e desenvolver plataformas diagnésticas utilizando
metabolémica exploratdéria e ATR-FTIR com algoritmos de inteligéncia artificial para
o diagnostico de cancer de préstata. Metodologia: Na metabolémica exploratéria
foram analisados 46 participantes divididos em 3 grupos: grupo 1 (pacientes com
diagnodstico de cancer de préstata n=19) grupo 2 (pds-operatério de prostatectomia
radical n=11), grupo 3 (controle n =16), dos quais foram coletadas amostras de
sangue. Foi realizado a extracdo dos metabolitos com metanol, os dados obtidos
foram analisados com uma estratégia de metaboldémica exploratéria e criagdo de
algoritmos pela inteligéncia para classificagdo dos grupos. Na ATR-FTIR foram
analisados 20 participantes divididos em 2 grupos: grupo 1 (pacientes com diagndstico
de cancer de prostata n=11), grupo 2 (controle n=9), dos quais foram coletadas
amostras de sangue . Os dados espectrais de soro foram obtidos utilizando o
Espectrémetro FTIR Agilent Cary 630 no modo de refletancia total microatenuada
(ATR), abrangendo uma faixa de numeros de onda de 4000 a 650 cm-'. Os dados
espectrais foram analisados em ferramentas de IA. Resultados: Na metabolémica
exploratéria foram identificados no total 1.744 metabdlitos. Foi utilizado filtro de
frequéncia de 100%, analise ANOVA com p<0,05 e fold change maior ou igual a 2 e
obteve-se 11 metabdlitos diferencialmente expressos. Dentre estes resultados com
diferencgas, 2 metabolitos se destacam por estarem ausentes no grupo 1: Pi22 refere-
se a um determinado fosfoinositideo (Pl) e C19 Sphingosine-1-phosphate. No
emprego da inteligéncia artificial foi criado algoritmo no modelo de Gradiente Boosting
com sensibilidade de 96% e especificidade de 98% e com acuracia de 97% para
diagndstico de cancer de prostata. Empregando ferramentas de inteligéncia artificial
(IA), os resultados demonstraram que o algoritmo de Rede Neural proporcionou a
discriminagdo mais eficaz entre pacientes dos 2 grupos. Essa abordagem de pré-
processamento com sensibilidade de 100%, especificidade de 100% e precisdo de

100% na diferenciagdo entre os grupos. Conclusao: As avaliagbes metabolémica



exploratoria do soro e ATR-FTIR do soro combinadas a aprendizado de maquina
apresentam-se como potencial ferramenta diagndstica do cancer de préstata. O
emprego da metaboldbmica exploratéria encontrou dados promissores para dois
metabolitos que estavam ausentes no grupo 1, sendo indicados para estudos futuros
como possiveis biomarcadores, também foi possivel desenvolver um algoritmo de
inteligéncia artificial com alta sensibilidade, especificidade e acuracia para diagndstico
de cancer de prostata.

Palavras-Chave: Céncer de Préstata; Metabol6mica; Inteligéncia Artificial; ATR-FTIR
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1. INTRODUGAO
1.1. Diagnéstico de Cancer de prostata

O cancer de prostata (Cap) é uma das neoplasias malignas mais comuns entre
os homens, especialmente em paises com alto indice de desenvolvimento humano
(Rebello et al., 2021). A deteccédo global tem aumentado, em parte devido ao uso mais
difundido do teste de antigeno prostatico especifico (PSA) e envelhecimento da
populacdo, embora as taxas de mortalidade tenham permanecido relativamente
estaveis (Merriel et al., 2018; Schaeffer et al., 2023). Nos Estados Unidos, estima-se
que 288.300 novos casos foram diagnosticados em 2023, representando 29% dos
novos casos de cancer em homens. (Schaeffer et al., 2023)

O diagnostico geralmente é feito por bidpsia da prostata, que é indicada apés
a detecgao de niveis elevados de PSA no sangue e/ou alteragdo do exame digital retal
(Rebello et al., 2021). No entanto, o PSA n&o € um teste perfeito, pois pode resultar
em falsos positivos e negativos, o que limita sua utilidade clinica como teste isolado
(Merriel et al., 2018), além disso, a bidpsia € um procedimento invasivo com riscos de

infeccdo e sepse. (Rebello et al., 2021).

1.2. Antigeno prostatico especifico (PSA)

O antigeno prostatico especifico (PSA) de fato, uma calicreina,
especificamente uma calicreina relacionada a peptidase 3 (KLK3), produzida pelas
células epiteliais da préstata. Sua principal fungdo biolégica € atuar como uma
protease que ajuda a liquefazer o sémen, facilitando a motilidade dos
espermatozoides. No contexto clinico, o PSA é amplamente utilizado como um
marcador tumoral para o Cap embora ndo seja especifico para o cancer, pois niveis
elevados de PSA podem ocorrer em outras condigdes benignas, como hiperplasia
prostatica benigna (BPH) e prostatite.

O PSA dosado no sangue é utilizado principalmente para o rastreamento do
cancer de prostata. No entanto, o uso do PSA para rastreamento € controverso devido
a sua baixa especificidade, o que pode levar a diagndsticos excessivos e tratamentos
desnecessarios. Aproximadamente 25% dos homens com niveis de PSA entre 4 e 10
ng/mL terdo um resultado positivo em uma bidpsia subsequente. A velocidade de PSA

ou cinética do PSA (aumento do PSA em um ano) é geralmente expressa em ng/mL
14



por ano. Um valor de velocidade de PSA superior a 0,35 ng/mL/ano em homens com
PSA total abaixo de 4,0 ng/mL foi associado a um risco aumentado de Cap e
mortalidade especifica pela doenca. Além disso, o PSA ¢ utilizado no monitoramento
de pacientes com cancer de prostata diagnosticado, ajudando a avaliar a resposta ao

tratamento e a estratificagao de risco para recorréncia (Salman et al., 2015).

Figura 1: Modelo de sintese do antigeno prostatico especifico (PSA) em tecido

prostatico normal versus cancer de prostata. (Balk et al., 2003)
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Em células epiteliais secretoras normais, o pré-pr6-PSA inativo € produzido,
contendo 261 aminoacidos (aa). A remoc¢ao de uma sequéncia lider de 17 aa resulta
no (—=7) pro-PSA inativo, contendo 244 aminoacidos. O pr6-PSA produzido (pPSA) é
secretado no lumen seminal, onde principalmente a hK2 remove o peptideo proé-lider
para formar

PSA maduro e ativo, contendo 237 aminoacidos. Também sao formadas
formas truncadas de pPSA, todas enzimaticamente inativas. Uma pequena fracdo do

PSA ativo pode difundir-se no soro, onde esta ligada a inibidores de protease. A maior
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fracdo de PSA ativo no lumen sofre protedlise para gerar PSA inativo, que, em
pequenas porgdes, entra na corrente sanguinea, onde circula como PSA livre/nao
ligado (fPSA). No cancer de prostata, a ruptura da camada de células basais e da
membrana basal leva a uma diminuigdo no processamento luminal, resultando em
niveis crescentes de PSA complexado (cPSA) e pPSA no soro, e niveis decrescentes
de fPSA sérico.

Figura 2: Visao geral das formas de PSA.

— Total PSA
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HBPSA
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Fonte: Salman et al., 2015

1.3. Exame digital retal (DRE)

O exame retal digital (DRE) detecta menos da metade dos cénceres de
préstata, especialmente os tumores pequenos, iniciais ou localizados na parte anterior
da prostata, que ndo sao palpaveis (baixa sensibilidade); alteragdes benignas, como
hiperplasia prostatica benigna (HPB) e prostatites, podem causar alteragdes
semelhantes as do cancer no exame (baixa especificidade). Muitas diretrizes
internacionais tém desencorajado o rastreamento em massa do cancer de prostata
apenas com PSA e DRE, focando mais em decisbes compartilhadas e baseadas no
risco.

Como resultado, o DRE deixou de ser um exame obrigatdrio de triagem em

muitos paises.
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O que dizem as diretrizes?

- Sociedade Brasileira de Urologia (SBU): ainda recomenda o toque retal como
complemento, mas n&do como exame isolado.

- American Urological Association (AUA, 2023): n&do recomenda mais o TR como
ferramenta de rastreamento, mas reconhece seu papel em avaliacbes clinicas
dirigidas.

- European Association of Urology (EAU, 2024): sugere que o TR seja realizado em

casos de elevagao do PSA ou sinais clinicos, mas ndo como triagem sistematica.

1.4. Testes recentes

Os testes mais recentes para o diagnéstico do Cap incluem uma combinagao
de biomarcadores sanguineos e urinarios, além de técnicas avancadas de imagem.
O PSA continua a ser um teste de triagem inicial, mas sua baixa especificidade leva
a muitos falsos positivos e bidpsias desnecessarias. Para melhorar a precisao, testes
adicionais como o indice de Saude da Prostata (PHI), o teste 4Kscore, e o PCA3 sdo
utilizados para avaliar o risco de cancer clinicamente significativo em homens com
niveis elevados de PSA (Pinsk et al., 2023; Boehm et al., 2023).

1.4.1. Prostate Health Index (PHI)

O PHI é um teste diagnostico que combina trés subformas de antigeno
prostatico especifico (PSA): PSA total, PSA livre e proPSA. (Fan et al., 2021) Este
indice é utilizado para melhorar a precisdo na deteccdo do cancer de prostata,
especialmente para diferenciar entre canceres clinicamente significativos e indolentes.

O PHI tem demonstrado ser superior ao PSA isolado na previsao de Cap
clinicamente significativo. Estudos indicam que o PHI pode ajudar a evitar biopsias
desnecessarias, mantendo uma alta sensibilidade para a deteccédo de canceres mais
agressivos. Por exemplo, um estudo prospectivo mostrou que o PHI tem uma area
sob a curva (AUC) de 0,792 para prever Cap clinicamente significativo em pacientes
com lesbdes PI-RADS 4/5, e uma AUC ainda maior de 0,884 em lesdes PI-RADS 3.

Um PHI abaixo de 35 foi associado a uma menor taxa de bidpsias e uma menor
deteccdo de cancer de prostata de alto grau, enquanto valores acima de 35 indicaram
um risco maior de cancer clinicamente significativo. Em pacientes com lesbes PI-

RADS 3, um PHI acima de 30 foi altamente sensivel para cancer clinicamente
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significativo, permitindo evitar bidpsias desnecessarias em cerca de 34,4% dos casos.
Em um cenario clinico real, o uso do PHI foi associado a uma reducgéao significativa
nas taxas de bidpsia, especialmente em pacientes com niveis de PSA entre 4 e 10
ng/mL (Fan et al., 2021).

1.4.2. 4Kscore

4Kscore é um teste que utiliza um modelo baseado em quatro marcadores de
calicreina no sangue para prever o risco de Cap de alto grau (Gleason =7) em homens
que estdo sendo considerados para bidpsia. Este teste combina a medicido de PSA
livre, PSA total, calicreina humana 2 (hK2) e PSA intacto, além de considerar a idade,
resultados de exame digital retal (DRE) e histérico de bidpsias anteriores (Josefson et
al., 2024).

Estudos demonstraram que o 4Kscore tem um valor discriminativo elevado,
com uma area sob a curva (AUC) de aproximadamente 0,82, indicando uma boa
capacidade de prever cancer de proéstata de alto grau. O uso do 4Kscore pode reduzir
significativamente o numero de bidpsias desnecessarias, evitando até 58% das
biopsias em alguns estudos, enquanto ainda detecta a maioria dos tumores de alto
grau (Josefson et al., 2024).

A decisao de realizar uma bidpsia com base no 4Kscore deve ser discutida
entre o paciente e o urologista, considerando o risco individual de cancer clinicamente

significativo (Josefson et al., 2024).

1.4.2. PCA3 (Prostate Cancer Antigen 3)

O PCA3 é um exame de urina coletado imediatamente apds massagem
prostatica que mede a expressao de um RNA n&o codificante especifico do tecido
prostatico, que esta superexpresso em casos de Cap. O PCA3 é particularmente util
na predicdo dos resultados de biopsias, especialmente em situagcdes de bidpsias
repetidas (Cui et al., 2016).

A bidpsia sistematica guiada por ultrassom, tradicionalmente usada para o
diagndstico, tem limitagdes significativas, incluindo a subestimagéo do grau do tumor

em muitos casos.
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1.5. Ressonéancia magnética multiparamétrica (mpMRI)

A ressonancia magnética multiparamétrica (mpMRI) tem se mostrado superior
na deteccgao de cancer clinicamente significativo e é frequentemente usada para guiar
biopsias, reduzindo a incidéncia de classificacdo incorreta. (Ong et al., 2020). O
sistema Prostate Imaging Reporting and Data System (PI-RADS) é uma ferramenta
padronizada utilizada na ressonadncia magnética multiparamétrica (mpMRI) para
avaliar lesbes na prostata e estimar a probabilidade de cancer clinicamente
significativo. A vers&o atual, PI-RADS v2.1, classifica as lesdes em uma escala de 1
a 5, com base em achados de imagem, incluindo T2 ponderada, difusdo (DWI) e, em
alguns casos, imagens de contraste dinamico (DCE-MRI).

* PI-RADS 1: Muito baixa probabilidade de cancer clinicamente significativo.

* PI-RADS 2: Baixa probabilidade de cancer clinicamente significativo.

* PI-RADS 3: Probabilidade intermediaria de cancer clinicamente significativo. Este &
um ponto de desafio diagndstico, pois as lesdes séo consideradas equivocas, com
taxas de deteccéo de cancer variando entre 10% e 35%.

* PI-RADS 4: Alta probabilidade de cancer clinicamente significativo.

* PI-RADS 5: Muito alta probabilidade de cancer clinicamente significativo.

A precisédo diagnostica do PI-RADS v2.1 foi avaliada em uma meta-analise,
que mostrou uma sensibilidade de 96% e especificidade de 43% para lesdes PI-RADS
23, e uma sensibilidade de 89% e especificidade de 66% para lesdes PI-RADS 24. A
taxa de detecgao de cancer (CDR) aumenta com a classificagdo PI-RADS, sendo de
6% para PI-RADS 1, 5% para PI-RADS 2, 19% para PI-RADS 3, 54% para PI-RADS
4 e 84% para PI-RADS 5 (Oerther et al., 2024).

1.6. Bidspia prostatica
Os avangos recentes na bidpsia prostatica (Mottet et al., 2024), estédo: bidpsia por
fusdo de imagens: combinagdo de ultrassonografia e ressonancia magnética para
maior precisao e biopsia transperineal: alternativa que reduz risco de infecgao.

Além disso, a tomografia por emisséo de positrons com antigeno de membrana
especifico da préstata (PSMA PET/CT) emergiu como uma modalidade altamente
sensivel e especifica, especialmente util para a deteccao de doenga metastatica e

recorréncia bioquimica apdés tratamento inicial (Albers et al., 2024; Plas et al., 2025)
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Esta técnica é aprovada pela FDA nos EUA e é particularmente eficaz na deteccao de
metastases em linfonodos ndo aumentados e metastases dsseas (Albers et al., 2024).

Apesar do potencial dos biomarcadores, a integracao rotineira na pratica clinica
€ limitada pela falta de evidéncias de alta qualidade que demonstrem beneficios em
termos de sobrevida a longo prazo e custo-efetividade (Eggener et al., 2020; Falagario
et al., 2022). Portanto, seu uso é recomendado em situagbes em que os resultados
dos testes, em combinacdo com fatores clinicos, podem claramente influenciar a
decisdo de manejo (Eggener et al., 2020).

A classificagdo do Cap pela International Society of Urological Pathology (ISUP)
€ baseada no sistema de grupos de grau (Grade Groups), introduzido em 2014 e
posteriormente adotado pela Organizagdao Mundial da Saude (OMS) em 2016. Este
sistema foi desenvolvido a partir do escore de Gleason, com o objetivo de simplificar
e aprimorar a estratificagdo progndstica, facilitar a comunicagdo com pacientes e
reduzir o risco de overtreatment em tumores indolentes (Offermann et al., 2020).

A classificagao de Gleason é um sistema histopatolégico utilizado para graduar
0 adenocarcinoma da préstata com base nos padrdes arquiteturais das glandulas
tumorais observadas em cortes histoldgicos. Desenvolvida por Donald Gleason em
1966, essa classificagdo permanece um dos principais fatores progndsticos para o
Cap, sendo fundamental para a estratificagao de risco, decisao terapéutica e predi¢cao
de desfechos clinicos.

O sistema original atribui um padrédo de 1 a 5 para as duas areas tumorais
predominantes, sendo o primeiro numero referente ao padrdo mais comum € o
segundo ao segundo mais comum, resultando em uma soma (score de Gleason) que
varia de 2 a 10. Entretanto, apds revisdes promovidas pela International Society of
Urological Pathology (ISUP) em 2005 e 2014, padrées 1 e 2 praticamente ndo sao
mais utilizados em bidpsias, e a classificagcao foi refinada para refletir melhor o

comportamento bioldégico do tumor.

A classificagcao histologica ISUP divide os carcinomas prostaticos em cinco
grupos de grau, baseados na soma dos padrdes histologicos de Gleason mais
prevalentes e secundarios:

* Grupo de Grau 1 (ISUP 1): Gleason <6 (3+3)

* Grupo de Grau 2 (ISUP 2): Gleason 7 (3+4)
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* Grupo de Grau 3 (ISUP 3): Gleason 7 (4+3)
* Grupo de Grau 4 (ISUP 4): Gleason 8 (4+4, 3+5, 5+3)
* Grupo de Grau 5 (ISUP 5): Gleason 9-10 (4+5, 5+4, 5+5)

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. Inteligéncia Artificial (IA)

A |A esta sendo cada vez mais aplicada para melhorar a precisao e a eficiéncia
do diagndstico do cancer de proéstata, integrando imagens radioldgicas e analises
patolégicas (Saha et al., 2024).

O aprendizado de maquina em inglés machine learning (ML) € um ramo da
Inteligéncia Artificial (IA) em que os sistemas computaciomais sao capazes de
aprender automaticamente e melhorar progressivamente o desempenho de uma
tarefa a partir de padrées e observacbes em dados, ou tomar a decisdo mais
apropriada com base no_reconhecimento de padrdes nos dados analisados, sem ser
explicitamente programado (Schleder; Fazzio, 2021).

A ML pode ser dividido em trés categorias: supervisionado, nao supervisionado
e reforcado. A analise de componentes principais em inglés, principal component
analysis (PCA), € um modelo linear ndo supervisionado que através da avaliagdo do
conjunto da matriz de dados pode diferenciar grupos amostrais. O aprendizado
supervisionado usa um conjunto com parte dos dados rotulados, para treinamento do
algoritmo, estabelecendo a relagdo entre as amostras e seus rotulos. Esse modelo
permite que os algoritmos aprendam com dados histéricos ou de treinamento e aplique
este conhecimento na etapa de validacado, a todos os dados para derivar a saida
correta (Wang et al., 2022).

A utilizagao de varios algoritmos supervisionados como Regresséo Logistica,
Arvore de Decisdo, Random Forest, Maquina de Vetores de Suporte (SVM), entre
outros, com diferentes caracteristicas, permite avaliar diferentes desempenhos na
busca pelo melhor modelo preditivo.

A SHAP (Shapley Additive Explanations) € uma técnica moderna e poderosa
para interpretar os resultados de modelos complexos de aprendizado de maquina,

como o SVM e redes neurais (Shapley, 1953).
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A |IA pode ajudar a correlacionar achados laboratoriais, radiolégicos com
padrdes patoldgicos, melhorando a acuracia diagnostica e auxiliando na tomada de
decisao clinica.

Desta forma a busca de novos biomarcadores através de novas plataformas
tecnolégicas é necessaria pela tecnologia metabolémica e ATR-FTIR juntamente com
0 emprego da inteligéncia artificial na criagao de algoritmo que possam contribuir no

diagnostico.

2.2. Metabolomica exploratéria no soro

A metabolédmica é o estudo sistematico de metabdlitos — pequenas moléculas
(como aminoacidos, agucares, acidos graxos, etc.) presentes em células, tecidos,
fluidos biologicos ou organismos inteiros.

A espectrometria de massas (MS) € uma das principais técnicas analiticas
utilizadas na metabolémica por sua alta sensibilidade, seletividade e capacidade de
identificar centenas a milhares de metabdlitos simultaneamente. Na metabolémica, a
MS é geralmente acoplada a técnicas de separagao, como:

. CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) — LC-MS (do inglés, Liquid
Chromatography—Mass Spectrometry)

. CG (cromatografia gasosa) — GC-MS (Gas Chromatography—Mass
Spectrometry)

A espectrometria de massa (MS) desempenha um papel crucial no diagndstico
de doencas, oferecendo capacidades analiticas avancadas para a identificacdo e
quantificacdo de biomoléculas. Esta técnica é particularmente valiosa na descoberta
de biomarcadores e na inovacgao diagnodstica, contribuindo significativamente para a
medicina personalizada.

A MS, especialmente quando combinada com a LC-MS, permite a anélise de
matrizes bioldgicas complexas e a detecgdo de moléculas em baixa abundancia, o
qgue é essencial para o diagndéstico precoce e preciso de doengas (Son et al., 2024).

A capacidade da MS de mapear e perfilar quimicamente doencas a nivel
molecular também tem potencial para transformar a medicina de precisao,

melhorando o diagndstico, monitoramento e tratamento de doencas (Hu et al., 2021).
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Figura 3: Esquema da espectrometria de massa de amostras liquidas

F———W
[lctccturl -

Sequéncia da espectrometria de massa (MS) acoplada a cromatografia liquida (LC)-
LC/MS, para analise protedmica. CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Fonte: Figura reproduzida e traduzida de May et al., 2011 (pag.8).

Lima e colaboradores (2021), fizeram uma revisao sistematica mostrando o
papel crescente da metaboldmica por espectrometria de massa na identificacdo de

biomarcadores urinarios e séricos de cancer de prostata. (Tab1)

Tabela 1: Identificagdo de biomarcadores urinarios e séricos de cancer de préstata

Categoria Exemplos

Metabdlitos urinarios Sarcosina, citrato, poliaminas
Metabdlitos plasmaticos Lipidios, acidos graxos, 2HG
Proteinas Prostasina AMACR, Annexina A3
Compostos volateis Aldeidos, cetonas (urina e ar)

23



Figura 4: Espectrémetro de massa de al:[a resolucao (LC-MS/MS).

Espectrémetro de massa (Agilant, 6520B Q-TOF) acopldo ‘a CLAE (Agilent Infinity
1260) Foto do autor. LC-MS/MS - Tandem Liquid Chromatography - Mass

Spectrometry; Q-TOF —Quadrupolo-Time of Flight; CLAE — Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia.

2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR -
Fourrier Transformed infrared)

A espetroscopia vibracional compreende técnicas Opticas especificas, como a
de infravermelho (V) e a espetroscopia Raman. Essas técnicas analisam as vibra¢des
e rotagdes intramoleculares da amostra quando irradiada com luz, e podem ser
aplicadas a amostras quimicas, fisicas e biologicas. A espetroscopia de infravermelho
(IV) é definida em termos gerais como o estudo das caracteristicas de absorgdo que
resultam do movimento das ligagées moleculares pela interagdo luz- matéria.

A luz infravermelha faz com que uma molécula entre num estado vibracional
mais elevado devido a transferéncia de energia em determinados comprimentos de

onda, resultando em picos (ou bandas) que podem ser interpretados qualitativamente
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(posicao do pico) e quantitativamente (intensidade/area do pico, intensidade relativa).
Na espetroscopia de IV, as bandas resultam de uma alteragcdo do momento de dipolo
elétrico dos atomos das moléculas (Baker et al., 2016).

Assim, uma molécula pode ser vista como um sistema de massas unidas por
ligacbes com propriedades semelhantes a uma mola, que sofrem alteragbes no
comprimento (alongamento) ou no angulo da ligagao (flexdo). Algumas ligagdes
podem se estender em fase (alongamento simétrico) ou fora de fase (alongamento
assimétrico). Se uma molécula possui atomos terminais diferentes terdo proporg¢des
variaveis do movimento de alongamento de cada grupo.

Como resultado, cada molécula produz um conjunto de caracteristicas
espectrais unicas, que as diferencia de todas as outras. O conjunto de caracteristicas
espectrais unicas de uma molécula se estende a um conjunto de moléculas, criando
uma “impressao digital” da amostra (Stuart, 2005).

As ondas eletromagnéticas no IV caracterizam-se por maior comprimento de
onda e, consequentemente, menor numero de ondas, frequéncia e energia que a luz
visivel. O numero de ondas é mais utilizado como grandeza no espectro IV, que
corresponde a faixa entre 10 a 13000 cm-'. Esta regido é subdividida em trés faixas,
em relagao a proximidade do espectro da luz visivel: IV préximo ou near infrared (NIR
13000 — 4000 cm"), IV médio ou medium infrared ( MIR 4000 — 400 cm™) e o IV
distante ou far infrared (FIR < 400 cm") (Stuart, 2005).( Fig.5)

Os espectrofotbmetros atuais, usados na analise de amostras biologicas,
emitem radiagao IV na faixa do MIR e possuem o interferémetro de Michelson, que
substituiu a grade de difragao dos antigos espectrofotdmetros dispersivos (Al-Saeed;
Khalil, 2009). Isso permitiu um aumento no limite de deteccao das vibragdes, melhora
da relagéo sinal/ruido e aumento na quantidade e velocidade das analises (varias
leituras sucessivas do espectro com registro do valor médio). (Fig.5)

A transformada de Fourier € o calculo matematico que faz um somatdrio de
ondas sinusoidais de frequéncias diferentes, que acontece com o uso do
interferbmetro. Os componentes basicos para uso de FTIR s&o fonte de radiagao 1V,
laser de referéncia, interferbmetro, detector (dependem da regido do espectro IV do

aparelho) e processador (computador) (Stuart, 2005).
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Figura 5. Regides do campo eletromagnético

radio microondas IV visivel ultravioleta raio x raio gama
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IV distante: IV médio- 1V préximo: Nimero de ondas no IV (cm ™)
< 400 car! 4000-400 cm’ 4000-13000 cm™

Esquema mostrando as diversas regides do campo eletromagnético, com destaque
para a regiao do infravermelho abaixo na figura. Fonte: Figura adaptada e traduzida
de Noreen et al, 2012 (pag. 1440).

A analise qualitativa e quantitativa de amostras biolégicas € realizada na faixa
do IV médio (MIR), onde ocorrem as vibracdes das principais especies moleculares
gue compde tais amostras. Nesta faixa do IV meédio, ainda temos quatro regides onde
as principais macromoléculas absorvem |V: estiramento das ligagdes simples -CHZ2, -
CH3 dos acidos graxos e proteinas (3050 — 2800 cm'); tripla ligagéo das nitrilas e
carbonilas (2500 — 2000 cm™); duplas ligacées entre carbono, oxigénio (1800-1700
cm™), dupla ligacdo carbono oxigénio e ligagdes nitrogénio/ hidrogénio e
carbono/nitrogénio das bandas de proteina amida | e Il ( 1700-1500 cm "), e as
vibracdes das ligacdes de fosfato dos acidos nucleicos (1225 e 1080 cm ') e
carboidratos (1200-900 cmm™. Bibliotecas de dados de espectros de amostras
biologicas tem sido coletadas ao longo dos anos (Baker et al., 2016). (Fig.6)

A escolha do método de analise na espectroscopia FTIR depende
principalmente da natureza fisica da amostra (estado fisico, espessura, solubilidade)
e da informacdo a ser coletada, se quantitativa ou qualitativa. Dependendo da
modalidade de escolha, a radiacao pode sofrer transmissao, transfleccao e reflexao
total atenuada (ATR - atenuated total reflection) (Stuart, 2005).
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Figura 6: Espectro ATR-FTIR .
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Tragado tipico da regido MIR mostrando picos entre 400 — 4000 cm™ e seus
principais grupos organicos. v: vibragdes de alongamento, &: Vibragdes de flexao, s:
simétricas, as: assimétricas. Fonte: Figura adaptada e traduzida de Delrue et al,
2023 .

No modo de transmissao, a luz IV passa uma unica vez pelo substrato e pela
amostra. A radiagdo infravermelha ndo € transmitida através de vidro, e deve-se
utilizar janelas alternativas, o que encarece o processo. Por este motivo, o modo de
transflec¢ao tornou-se popular. Nesse método, a amostra (tecido, células ou biofluido)
€ colocada numa superficie altamente refletiva. O raio infravermelho passa pela
amostra, reflete a superficie da lamina e retorna pela amostra até o detector. Ha uma
vantagem de aumento da sensibilidade, pois o feixe de infravermelho atravessa a
amostra duas vezes.

Os substratos de reflexdo sao baratos, compostos por uma lamina de
microscépio de vidro revestida com uma cobertura metalica fina, conhecida como
slide de baixa emissividade (low-e slide). Uma desvantagem desse método é que a

superficie refletiva gera um campo elétrico, resultando numa modulagéo dependente
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do numero de campos elétricos formados acima desta superficie, o que pode levar a
intensidades de absorgdo que variam ndo linearmente com a espessura, gerando
interpretacdes espectrais ndo confiaveis (Bassan et al., 2013).

No modo de Reflexdo Total Atenuada (ATR), o feixe infravermelho passa por
um cristal transparente de alto indice de refracdo (conhecido como elemento de
reflexdo interno - ERI). A luz entra no cristal do lado esquerdo e se propaga através
da reflexao total ao longo do cristal. Em cada reflexdo total, uma onda evanescente
€ gerada e penetra a amostra na superficie do cristal. A luz de saida do lado direito é
entdo atenuada de acordo com a absorbancia da amostra em analise (Hans; Muller;
Sigrist, 2012). (Fig.7.)

O método ATR-FTIR n&o requer substratos especiais e exige pouca ou
nenhuma preparagdo da amostra. Também tem a vantagem de analisar biofluidos
que podem ser colocados diretamente no cristal de ATR, sendo estes analisados
diretamente apds processo de secagem (Diessel et al., 2004). As analises por este
meétodo sao rapidas e simples, sendo apropriado para processos diagnoésticos. Ja se
mostrou uma ferramenta robusta para deteccdo de insuficiéncia renal
(Khanmohammadi et al., 2013), canceres de ovario e endometrial (Gajjar et al., 2013)
e carcinoma basocelular (Khanmohammadi et al., 2007), pela analise do soro
sanguineo.

A técnica de aprendizado de maquina associado ao FTIR mostrou-se uma
ferramenta eficaz, rapida e reprodutivel na construgdo de espectros de assinatura
digital de amostras bioldgicas (Baker et al., 2014). A espectroscopia FTIR associada
a aprendizagem de maquina podera ser uma alternativa interessante e econémica
para auxiliar diagnosticos clinicos e/ou triagem pela alta resolugao, facil preparo de
amostras e baixos custos de operagdo demonstrados em alguns estudos (Elmi et al.,
2017; Butler et al., 2019).
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Figura 7: Métodos de avaliagcdo amostral na espectroscopia FTIR.

(A) Transmissdo (8) Transflecgio
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Representagdo esquematica dos trés principais modos de amostragem para
espectroscopia FTIR. A) transmissao; B) reflexdo e C) reflexao total atenuada Fonte:
Dorling; Baker, 2013 (p. 328) .

Figura 8. Imagem de aparelho ATR-FTIR.

Fonte da imagem: internet Espectrometro de bancada flexivel, Cary 630 FTIR |
Agilent®. ATR-FTIR: Attenuated Total Reflection - Fourier Transform Infrared.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral:
Identificar e analisar biomarcadores no sangue de pacientes com para

diagndstico de Cap.
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3.2. Objetivos Especificos:

- Analisar o perfil metabolémico do soro em pacientes com cancer de proéstata,
comparando com o de individuos saudaveis.

- ldentificar assinaturas moleculares na saliva de pacientes com cancer de
prostata usando espectroscopia ATR-FTIR, comparando com o de individuos controle.

- Avaliar o potencial diagnéstico dos metabdlitos na diferenciagao entre
pacientes cancer de prostata e individuos saudaveis, utilizando metabolémicos e
modelos estatisticos supervisionados e ndo supervisionados.

- Avaliar o potencial diagndstico das assinaturas moleculares de pacientes com

cancer de prostata, com auxilio de inteligéncia artificial e aprendizagem de maquina.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Aspectos Eticos e Biosseguranca

Neste estudo todos os métodos foram realizados seguindo as diretrizes éticas
relevantes e de acordo com a Declaracdo de Helsinki (Associagdo Medica Mundial,
1964) e aprovado pelo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) 71108817.2.0000.5152, e parecer
numero 3.533.461 aprovado em 19 de agosto de 2019. Todos os participantes deste
estudo concordaram em participar e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Todas as amostras usadas para analises metabol6micas foram gerenciadas
de acordo com os protocolos de seguranca do laboratorio de Nanobiotecnologia

Professor Doutor Luiz Ricardo Goulart Filho da Universidade Federal de Uberlandia.

4.2. Desenho do Estudo

Estudo clinico, epidemioldgico, analitico, observacional, transversal,
controlado, de pacientes sendo o grupo 1 com participantes com adenocarcinoma de
prostata submetidos a prostatovesiculectomia radical (PTR), o grupo 2 com
participantes com no minimo 30 dias de seguimento pds PTR e PSA total <0,04 ng/ml
e grupo 3 (controle) constituido por homens sem diagnéstico clinico de Cap com

idade >18 e £50 anos.
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4.3. Fonte de Dados

Pacientes foram selecionados no servico de Urologia da Faculdade de
Medicina (FAMED) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e as analises
laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia Professor Doutor
Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Génética e Bioquimica da UFU no periodo
de 2018 a 2024.

4.4. Critérios de Inclusao

No grupo 1 foram incluidos participantes com diagndstico de Cap que seriam
submetidos a PTR aberta ou videolaparoscépica. O grupo 2 foi constituido por
participantes com no minimo 30 dias de seguimento pés PTR e com PSA total < 0,04
ng/ml. O grupo controle incluiu homens sem diagnéstico clinico de Cap com,

idade >18 e <50 anos recrutados no periodo de 2018 a 2024.

4.5. Critérios de Exclusao

Nos grupos 1 e 2 deste estudo foram excluidos participantes com antecedente
de até 30 dias de infeccao do trato urinario, antecedente de radioterapia e/ou terapia
de deprivagado androgénica (ADT) para tratamento de CaP e antecedente de outra(s)
neoplasia(s).

No grupo 3 foram excluidos participantes com antecedente de 30 dias de

infeccdo do trato urinario e antecedente de neoplasia(s).

Figura 9: Desenho do estudo Metabolémica exploratéria e ATR-FTIR respectivamente
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Participantes: Grupos de Estudo (GE 1 e GE 2 ) Grupo Controle (GC) e Excluidos
n. =53 (100%)

Critérios de Exclusao
GC:
Infecgéo do trato Urinario
n.=2(3,8%)
Antecedente de neoplasia(s)
n.=1(1,9%)
GE1e2:
Infec¢ao do trato Urinario
n. =4 (7,5%)
_ Grupo de Estudo (GE 1) Antecedente de Rt e/ou ADTpara CaP
Diagnostico de Adenocarcinoma de prostata Antecedente de outra(s) neoplasia(s)
Submetidos a Prostatovesiculectomia Radical n. =0 (0,0%)
n. =19 (35,8%)

Grupo de Estudo (GE 2) Grupo de Controle - GC
Seguimento pés PR (min. de 30 dias) e Homens > 18 e < 50 anos n. = 10 (62,5%)
PSA total < 0,04 ng/mL Homens :> 50 anos n. = 6 (37,5%)

n. =11 (20,7%) n. =16 (30,12%)

Participantes Grupo de Estudo (G1)n=11 e Grupo Controle (G2)n=9

n=20
Critérios de Exclusdo
ITU, ADT, RT
n=0
Grupo de Estudo (G1) + > Grupo de Controle(G2)
Pacientes com diag de adenocarcinoma de n=9
prostata antes da PTR
n=1

Fluxogramas dos estudos de metabolémica e ATR -FTIR respectivamente
Legenda: n. = numero - % = percentagem - Rt = radioterapia - ADT = terapia de

deprivagdo androgénica - PTR = prostatectomia radical - min. = minimo - PSA =

antigeno prostatico especifico - ng = nanograma - ml = mililitro

4.6. Coleta de amostra bioldgica

Nos grupos de estudo e controle foram coletados cerca de 10 ml sangue
periférico de cada participante. No grupo 1, as coletas foram realizadas no dia do
procedimento cirurgico, na sala cirurgica, antes da anestesia com jejum de no minimo
8 horas.

As coletas dos participantes do grupo 2 e 3 foram realizadas com jejum de 8
horas no Laboratério de Nanobiotecnologia da UFU ou no Hospital de Clinicas (HC)

da UFU com inicio imediato do processamento.
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As amostras coletadas no HC da UFU foram enviadas ao Laboratério de
Nanobiotecnologia da UFU com intervalo de até 3 horas apds a coleta, para
processamento. As amostras foram imediatamnete centrifugadas e o plasma
separado e congelado a menos de 70°c e amarzenada em freezer para posterior
realizacao das analises metabolémicas.

Todos os participantes submetidos a tratamentos cirurgicos tiveram
confirmacao diagndstica de cancer de proéstata por exame anatomopatolégico das

pecgas cirurgicas, realizado pelo servigo de patologia do HC FAMED UFU.

4.7. Variaveis

Os dados foram agrupados em: dados demograficos (idade, sexo, raga); dados
clinicos: histéria familiar de Cap avaliacdo clinica de infeccdo do trato urinario,
antecedentes de neoplasia; toque retal e estadiamento clinico (cT); exames
laboratoriais: pré operatorio, PSA livre e total e densidade do PSA (DPSA), PSA total
no seguimento (minimo de 30 dias) pds prostatectomia radical; exames de imagem:
ultrassonografia (US) trans abdominal ou trans retal de préstata; exames anatomo
patolégico das bidpsias de prostata e das pegas cirurgicas e metabolédmica

exploratdria.

4.8. ATR - FTIR
- Espectroscopia ATR-FTIR e processamento dos dados espectrais

Os dados espectrais do soro foram obtidos utilizando o Espectrémetro FTIR
Agilent Cary 630, operando no modo de micro reflexdo total atenuada (ATR),
abrangendo a faixa de numero de onda de 4000 a 650 cm-". A aquisigao espectral foi
realizada com resolu¢do de 2 cm-', sendo cada espectro resultante da média de 32
varreduras coaditivas por amostra. A etapa pré-analitica de preparo das amostras
consistiu na homogeneizagdo do soro em microtubos por meio de vortex durante 2
minutos. Em seguida, aliquotas de 30 uyl de cada amostra foram transferidas para um
substrato de aluminio, que apresenta vantagens de sustentabilidade e baixo custo,
viabilizando analises em alto rendimento. As amostras foram entdo secas em chapa
aquecida a 80°C por 15 minutos. A aquisicao espectral foi realizada em temperatura

ambiente (22-23°C), utilizando espectros do ar como fundo. Cada amostra foi

analisada em triplicata para garantir a reprodutibilidade dos dados.
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O processamento dos espectros foi realizado no software Orange 3.3.5
(Bioinformatics Lab da Universidade de Ljubljana, Eslovénia). Para obtengdo da
média, os espectros foram normalizados e a linha de base foi corrigida pelo método
Rubberband, visando evitar erros na preparacao e analise espectral das amostras.

Para o calculo do espectro médio, foi utilizada a regido de 3700 a 800 cm-" do espectro

original.

4.9. Andlise Multivariada

Os dados espectrais foram truncados para abranger a regido lipidica
(3050-2800 cm-") e a regidao de impressao digital (1800—-900 cm-"'), que serviram
como entrada para a analise de componentes principais (PCA). A PCA foi empregada
como analise exploratoria inicial dos dados espectrais, com componentes principais
construidos a partir dos escores (representando desvios de orientagdo da amostra) e
dos loadings (indicando variancia na diregcao do numero de onda). Esta técnica néo
supervisionada reduz, de forma eficaz, a dimensionalidade e extrai as principais
caracteristicas ao projetar cada modo vibracional em uma subarea definida pelos
componentes principais, preservando a maior parte da variagdo significativa dos

dados.

4.10. Analise preditiva com algoritmos de aprendizado de maquina

Para a analise por aprendizado de maquina, foi empregado o software Orange
Data Mining 3.35. Os dados espectrais utilizados foram truncados utilizando a regiao
lipidica (3050-2800 cm-") associada a regido de impressao digital (1800-900 cm-").
A analise espectral do infravermelho foi dividida em duas etapas: pré-processamento
e classificagao. O pré-processamento consistiu em agregacao, selecdo de atributos
e transformacgao de dados. Foram considerados os seguintes métodos de selegcao de
atributos: Dados brutos, Suavizacdo Gaussiana + Normalizacdo Min-Max, Suavizagao
Gaussiana + Redugao de Ruido PCA + Normalizagdo Min-Max, e Filtro Derivada de
Savitzky-Golay + Normalizagado Min-Max + Redu¢ao de Ruido MNF. Foram avaliados
os desempenhos preditivos dos modelos algoritmicos: Redes Neurais Artificiais,
AdaBoost, Random Forest e Maquina de Vetores de Suporte (SVM). O método leave

one out foi adotado.
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4.11. Metabolémica - (CL — MS)
- Andlise metabolomica

Para extracdo de metabdlitos, foram aliquotados 100 pL de soro de cada
amostra e adicionou-se 1000 yL de metanol grau espectroscépico (grau HPLC) e o
material foi homogeneizada em vértex por 5 min. O material foi centrifugado por 15
min a 13000 g e o sobrenadante transferido para outro microtubo o qual foi submetido
a concentrador a vacuo por 30 min. O material foi ressuspendido em 400 uL de
metanol, homogeneizado por 10 minutos em vortex e filtrado em filtro de 0,22
micrometros.

As analises foram realizadas usando cromatografia liquida e espectrometria de
massa (CLAE/EM), em um CLAE de alta eficiéncia (marca Agilent™ modelo Infinity
1260) hifenado ao espectrometro de massas (MS) de alta resolugéo do tipo Q-TOF
da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizag&o por electrospray (IES)
(CLAE/MS - Q-TOF - IES).

Os parametros cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell, 3mm
de didametro interno, 10 cm de comprimento, particulas de 2,7 um, a fase movel: agua
acidificada com acido formico (0,1% vv-1) (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de
B (0 min), 98% de B (0-10 min); 98% de B (10-17 min). Os parametros de ionizagao
foram: pressao do nebulizador de 20 psi, gas secante a 8L/min a uma temperatura de
220 °C e no capilar foi aplicado uma energia de 4,5KV.

A identificacdo dos constituintes foi realizada levando em consideragao a
massa de alta resolugao (considerando o erro com a massa exata menores que 10

ppm), sendo estes dados cruzados com banco de dados e a literatura.

- Analise estatistica

Na andlise metaboldomica o software Mass Hunter Qualitative v. 10.0 foi
utilizado para processar os dados brutos. A ferramenta “Molecular feature extraction
(MFE)” foi utilizado para extracdo dos espectros de massa e conversdo para
extensdo .CEF. O software Agilent Mass Profiler Professional (MPP) v. B.13.1.1 foi
utilizado para filtrar e alinhar os compostos moleculares extraidos. Os filtros utilizados
foram: abundancia absoluta minima = 5000 contagens; numero minimo de ions

permitidos = 2; todas as cargas permitidas.
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Os parametros de alinhamento foram: tolerancia do tempo de retencéo de 0,15
min; janela de massa 15 ppm + 2mDa. Os compostos moleculares presentes em 100%
de pelo menos um grupo com um coeficiente de variagao abaixo de 25% foram retidos
para analise posterior de dados.

As analises estatisticas dos dados gerados na analise metabolémica foram
realizadas com os valores transformados log2. Foi aplicado o filtro de frequéncia de
100% e, em seguida, foi utilizado o teste T ndo pareado e o teste Benjamini- Hochberg
como um teste de correcdo multipla. Foi considerado como significativo o valor de p
< 0.05 e o fold change igual ou maior que 2.00.

Os metabdlitos foram identificados por meio do banco de dados METLIN 2019.

- Analise preditiva com algoritmos de aprendizado de maquina

Os dados foram tratados no Mass Hunter Qualitative v.10, seguido de
alinhamento pelo Mass Hunter Profiler Profissional v.13 sendo exportados para
extensdo .CSV. A analises para construgdo de algoritmos de Inteligéncia Artificial
foram realizadas usando o software Orange v. 3.38.1. Foram utilizados modelos
supervisionados (Logistc Regression, CN2 Rule Induction, Tree, Random Forest,
Gradient Boosting, SVM, Naive Bayes, AdaBoost, Neural Network, Stochastic
Gradient Descent e Scoring Sheet) para classificagdo dos grupos.

Os calculos de sensibilidade especificidade e acuracia foram realizados pela
plataforma online MEDCALC.

5 RESULTADO NA FORMA DE ARTIGOS

5.1 Artigo 1. METABOLOMICA EXPLORATORIA E INTELIGENCIA ARTIFICIAL
NO DIAGNOSTICO DO CANCER DE PROSTATA - PROVA DE CONCEITO

5.2. Artigo 2. ATR - FTIR E INTELIGENCIA ARTIFICIAL NO DIAGNOSTICO DO
CANCER DE PROSTATA - PROVA DE CONCEITO
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EXPLORATORY METABOLOMICS AND ARTIFICIAL INTELLIGENCE IN THE
DIAGNOSIS OF PROSTATE CANCER- PROOF OF CONCEPT
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Resumo

Introducgédo: o diagndstico do cancer de préstata enfrenta varios desafios, um dos
principais problemas é auséncia de um marcador cancer especifico e as complicacoes
da biopsia de prostata. Esses desafios destacam a necessidade de ferramentas

diagndsticas mais disruptivas e eficazes para melhorar a precisdo do diagnéstico .
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Objetivo: identificar metabdlicos e desenvolver plataforma diagnéstica utilizando
metabolémica e inteligéncia artificial para o diagnéstico de cancer de prostata.
Metodologia: Foram analisados 46 participantes divididos em 3 grupos: grupo 1
(pacientes com diagnostico de cancer de prostata n=19) grupo 2 (pos-operatorio de
prostatectomia radical n=11), grupo 3 (controle n=16) dos quais foram coletadas
amostras de sangue. Foi realizado a extragao dos metabolitos com metanol, os dados
obtidos foram analisados com uma estratégia de metabolémica exploratéria e criagéo
de algoritmos pela inteligéncia para classificacdo dos grupos. Resultados: na
metabolémica exploratoria foram identificados no total 1.744 metabdlitos. Para tratar
estes dados foi utilizado filtro de frequéncia de 100%, analise ANOVA com p<0,05 e
fold change maior ou igual a 2 e obtive-se 11 metabdlitos diferencialmente expressos.
Dentre estes resultados com diferengas 2 metabolitos se destacam por estarem
ausentes no grupo 1: Pi22 refere-se a um determinado fosfoinositideo (Pl) e C19
Sphingosine-1-phosphate. No emprego da inteligéncia artificial foi criado algoritmo no
modelo de Gradiente Boosting com sensibilidade de 96% e especificidade de 98% e
com acuracia de 97% para diagnéstico de cancer de prostata. Conclusao: o emprego
da metaboldmica exploratéria encontrou dados promissores para dois metabolitos
que estavam ausentes no grupo 1, sendo indicados para estudos futuros como
possiveis biomarcadores, também foi possivel desenvolver um algoritmo de
inteligéncia artificial com alta sensibilidade, especificidade e acuracia para diagnéstico
de cancer de préstata.

Palavras-Chave: Cancer de Prostata; Metabol6nica; Inteligéncia Artificial

Abstract

Introduction: The diagnosis of prostate cancer faces several challenges, one of the
main problems being the absence of a specific cancer marker and the complications
of prostate biopsy. These challenges highlight the need for more disruptive and
effective diagnostic tools to improve diagnostic. Objective: To identify metabolites and
develop a diagnostic platform using metabolomics and artificial intelligence for the
diagnosis of prostate cancer. Methodology: Fourty-six participants were analyzed
and divided into 3 groups: group 1 (patients diagnosed with prostate cancer n=19) and
group 2 (postoperative radical prostatectomy n=11), group 3 (control n=16), from

which blood samples were collected. The metabolites were extracted with methanol, ,
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the data obtained were analyzed with an exploratory metabolomics strategy and
creation of algorithms by artificial intelligence to classify the groups. Results: in the
exploratory metabolomics, a total of 1,744 metabolites were identified. To process
these data, a 100% frequency filter was used, ANOVA analysis with p<0.05 and fold
change greater than or equal to 2, and 11 differentially expressed metabolites were
obtained. Among these results with differences, 2 metabolites stand out for being
absent in group 1: Pi22 refers to a certain phosphoinositide (P1) and C19 Sphingosine-
1-phosphate. Using artificial intelligence, an algorithm was created in the Gradient
Boosting model with 96% sensitivity and 98% specificity and 97% accuracy for the
diagnosis of prostate cancer. Conclusion: the use of exploratory metabolomics found
promising data for two metabolites that were absent in group 1, being indicated for
future studies as possible biomarkers. It was also possible to develop an artificial
intelligence algorithm with high sensitivity, specificity and accuracy for the diagnosis of
prostate cancer.

Keywords: Prostate Cancer; Metabolonics; Artificial Intelligence

1. INTRODUGADO.

O cancer de préstata (Cap) € uma das neoplasias malignas mais comuns entre os
homens, especialmente em paises com alto indice de desenvolvimento humano’. A
detecgao global tem aumentado, em parte devido ao uso mais difundido do teste de
antigeno prostatico especifico (PSA) e envelhecimento da populagdo, embora as
taxas de mortalidade tenham permanecido relativamente estaveis®3. Nos Estados
Unidos, estima-se que 288.300 novos casos foram diagnosticados em 2023,
representando 29% dos novos casos de cancer em homens?.

O diagndstico geralmente é feito por bidpsia da prostata, que € indicada apés a
detecgado de niveis elevados de PSA no sangue e/ou exame digital retal’. No entanto,
o PSA pode resultar em falsos positivos (hiperplasia prostatica benigna-HPB,
prostatite e infarto prostatico) e negativos (tumor de prostata indiferenciado), o que
limita sua utilidade clinica como teste isolado?. Além disso, a biopsia € um
procedimento invasivo com riscos de infecgédo e sepse’. A ressonancia magnética
multiparamétrica (mpMRI) tem mostrado alta sensibilidade para detectar cancer
clinicamente significativo e pode reduzir a necessidade de biopsias desnecessarias*.

Medicina nuclear e novos biomarcadores vem ocupando espago no diagnostico.
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A metabolbmica € uma estratégia diagndstica que vem sendo estudada e com
resultados promissores, varios estudos utilizando a metabolémica exploratéria estao
em busca de um biomarcador ideal: metabolémica tecidual no Cap’, metabdlitos
energéticos sdo inversamente associados ao Cap?, hiperativagdo do ciclo do acido
tricarboxilico®, via da quinurenina enriquecida no Cap'® e a sua utilizag&o juntamente
com técnicas de |A pode ajudar no diagndstico de CaP , a IA esta sendo cada vez
mais aplicada para melhorar a precisdo e a eficiéncia do diagndstico do cancer de
prostata, integrando imagens radiolégicas e analises patologicas'

Desta forma nosso objetivo é detectar metabolitos capazes de diagnosticar Cap e

desenvolver plataforma diagndstica com metabolémica e IA para diagndstico de Cap.

2. Materiais e métodos
2.1. Aspectos Eticos e Bioseguranga

Neste estudo todos os métodos foram realizados seguindo as diretrizes éticas
relevantes e de acordo com a Declaragdo de Helsinki (Associagdo Medica Mundial,
1964) e aprovado pelo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o Certificado de
Apresentagdo para Apreciacdo Etica (CAAE) 71108817.2.0000.5152, e parecer
numero 3.533.461 aprovado em 19 de agosto de 2019. Todos os participantes deste
estudo concordaram em participar e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Todas as amostras usadas para analises metabolémicas foram gerenciadas de
acordo com os protocolos de segurangca do laboratério de Nanobiotecnologia

Professor Doutor Luiz Ricardo Goulart Filho da Universidade Federal de Uberlandia.

2.2. Desenho do estudo.

Estudo clinico, epidemioldgico, analitico, observacional, transversal, controlado, de
pacientes sendo o grupo de 1 com participantes com Cap submetido a PTR, o grupo
2 com participantes com no minimo 30 dias de seguimento pés PTR e PSA total <0,04
ng/ml e grupo 3 (controle) constituido por homens sem diagndstico clinico de cancer

de préstata com idade >18 e <50 anos.

2.3. Fonte de dados.
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Os pacientes foram selecionados no servigo de Urologia da Faculdade de Medicina
(FAMED) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e as analises laboratoriasis
foram realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia Professor Doutor Luiz Ricardo
Goulart Filho da UFU no periodo de 2018 a 2024.

2.4, Critérios de inclusédo

No grupo 1 foram incluidos participantes com diagnostico de Cap que seriam
submetidos a PTR aberta ou videolaparoscépica. O grupo 2 foi constituido por
participantes com no minimo 30 dias de seguimento pos PTR e com PSA total < 0,04
ng/ml. O grupo controle incluiu homens sem diagnédstico clinico de Cap com

idade >18 e <50 anos recrutados no periodo de 2018 a 2024.

2.5. Critérios de Exclusao

Nos grupos 1 e 2 deste estudo foram excluidos participantes com antecedente de
até 30 dias de infecgao do trato urinario, antecedente de radioterapia e/ou terapia de
deprivagao androgénica (ADT) para tratamento de CaP e antecedente de outra(s)
neoplasia(s).

No grupo 3 foram excluidos participantes com antecedente de 30 dias de infec¢ao

do trato urinario e antecedente de neoplasia(s).

Figura 1 - Desenho do estudo
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Participantes: Grupos de Estudo (GE 1 e GE 2 ) Grupo Controle (GC) e Excluidos
n. =53 (100%)

Critérios de Exclusao
GC:
Infecgéo do trato Urinario
n.=2(3,8%)
Antecedente de neoplasia(s)
n.=1(1,9%)
GE1e2:
Infec¢ao do trato Urinario
n. =4 (7,5%)
. Grupo de Estudo (GE 1) Antecedente de Rt e/lou ADTpara CaP
Diagnostico de Adenocarcinoma de prostata Antecedente de outra(s) neoplasia(s)
Submetidos a Prostatovesiculectomia Radical n. =0 (0,0%)
n. =19 (35,8%)

Grupo de Estudo (GE 2) Grupo de Controle - GC
Seguimento pés PR (min. de 30 dias) e Homens > 18 e < 50 anos n. = 10 (62,5%)
PSA total £ 0,04 ng/mL Homens :> 50 anos n. = 6 (37,5%)

n. =11 (20,7%) n. =16 (30,12%)

Fonte: os autores
Legenda: n. = numero - % = percentagem - Rt = radioterapia - ADT = terapia de deprivagao
androgénica - PTR = prostatectomia radical - min. = minimo - PSA = antigeno prostatico

especifico - ng = nanograma - ml = mililitro

2.6. Coleta de amostra bioldgica

Nos grupos de estudo e controle foram coletados cerca de 10 ml sangue periférico
de cada participante. No grupo 1, as coletas foram realizadas no dia do procedimento
cirargico, na sala cirurgica, antes da anestesia com jejum de no minimo 8 horas.

As coletas dos participantes do grupo 2 e 3 foram realizadas com jejum de 8 horas
no Laboratério de Nanobiotecnologia da UFU ou no Hospital de Clinicas (HC) da UFU
com inicio imediato do processamento.

As amostras coletadas no HC da UFU foram enviadas ao Laboratério de
Nanobiotecnologia da UFU com intervalo de até 3 horas apds a coleta, para
processamento. As amostras foram imediatamnete centrifugadas e o plasma
separado e congelado a menos de 70°c e armazenada em freezer para posterior
realizacao das analises metabolémicas.

Todos os participantes submetidos a tratamentos cirurgicos tiveram confirmagéao
diagnostica de cancer de prostata por exame anatomopatologico das pecgas cirurgicas,

realizado pelo servigo de patologia do HC FAMED UFU.

2.7. Variaveis
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Os dados foram agrupados em: dados demograficos (idade, sexo, raga); dados
clinicos: histéria familiar de Cap avaliagdo clinica de infecgdo do trato urinario,
antecedentes de neoplasia; toque retal e estadiamento clinico (cT); exames
laboratoriais: pré operatorio, PSA livre e total e densidade do PSA (DPSA), PSA total
no seguimento (minimo de 30 dias) pds prostatectomia radical; exames de imagem:
ultrassonografia (US) trans abdominal ou trans retal de préstata; exames anatomo
patolégico das biopsias de prostata e das pegas cirurgicas e metaboldmica

exploratdria.

2.8. Anadlise Metaboldmica

Para extracdo dos metabdlitos, foram aliquotados 100 pL de soro de cada material
e adicionou-se 1000 pL de metanol grau espectroscopico e o material foi
homogeneizado a em vértex por 5 min. O material foi centrifugado por 15 min a 13000
g e o sobrenadante transferido para outro eppendorf o qual foi submetido a
concentrador a vacuo por 30 min. O material foi ressuspendido em 400 yL de metanol,
homogeneizado por 10 minutos em vortex e filtrado em filtro de 0,22 micrometros.

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenado ao espectrdmetro
de massas (CLAE/EM), em um CLAE (marca Agilent™ modelo Infinity 1260) hifenado
ao espectrdmetro de massas de alta resolugdo do tipo Q-TOF da marca Agilent®
modelo 6520 B com fonte de ionizagdo por electrospray (IES). Os parametros
cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell, 3mm de diametro interno,
10 cm de comprimento, particulas de 2,7 um, a fase mével: agua acidificada com acido
férmico (0,1% vv-1) (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B
(0-10 min); 98% de B (10-17 min). Os parametros de ionizagao foram: pressao do
nebulizador de 20 psi, gas secante a 8L/min a uma temperatura de 220 °C e no capilar
foi aplicado uma energia de 4,5KV.

A identificacdo dos constituintes foi realizada levando em consideracdo a massa
de alta resolucao (considerando o erro com a massa exata menores que 10 ppm,

sendo estes dados cruzados com banco de dados e a literatura).

2.9. Analise estatistica

2.9.1. Participantes
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Foram comparados os 3 grupos: grupo 3 pacientes controle (n= 16)), doentes, em
pré-operatorio imediato, grupo 1 (n= 19) e grupo 2 em seguimento ambulatorial, ja
submetidos a PTR com niveis de PSA total menores do que 0,04 ng/dl (n= 11).

Os pacientes do grupo 3 nao foram elencados para realizar dosagem de PSA,
toque retal ou qualquer outra forma de estratificagao de risco, uma vez considerada
a invasividade dos exames e custos, assim como o0s objetivos a que se propdem 0s
nossos ensaios de metaboldémica, rastreio de doentes.

Dessa forma, nos grupos 1 e 2 foram comparadas as seguintes variaveis: PSA
total, PSA livre, Relacdo PSA livre/PSA total, Volume prostaticos, estadiamento
cirurgico e classificagao ISUP 2014.

As caracteristicas dos pacientes foram resumidas usando estatisticas descritivas
padrdo: média e desvio padr&o para variaveis continuas e contagem, porcentagem
para variaveis categoricas.

Verificamos a normalidade da frequéncia de distribuicdo de variaveis quantitativas
pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparagcdo daquelas com distribuigdo normal,
utilizamos o teste t de Welch, devido ao tamanho das amostras serem diferentes e,
para aqueles com distribuigdo ndo normal, utilizamos o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney.

Para variaveis qualitativas foi utilizado o teste exato de Fisher generalizado devido
ao baixo numero de frequéncia de observagao em algum dos grupos (< 5) e o modelo
de tabulacdo dos dados ser diferente de tabela 2x2, considerando um nivel de

significancia de 0,05.

2.9.2. Metaboldémica plasmatica exploratoria no diagnéstico do CaP

O software MassHunter Qualitative v. 10.0 foi utilizado para processar os dados
brutos. A ferramenta “Molecular feature extraction (MFE)” foi utilizado para extragao
dos espectros de massa e conversao para extensao .CEF. O software Agilent Mass
Profiler Professional (MPP) v. B.13.1.1 foi utilizado para filtrar e alinhar os compostos
moleculares extraidos. Os filtros utilizados foram: abundancia absoluta minima = 5000
contagens; numero minimo de ions permitidos = 2; todas as cargas permitidas. Os
parametros de alinhamento foram: tolerancia do tempo de retencdo de 0,15 min;
janela de massa 15 ppm + 2mDa. Os compostos moleculares presentes em 100% de

pelo menos um grupo com um coeficiente de variagdo abaixo de 25% foram retidos
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para analise posterior de dados. Os metabdlitos foram identificados por meio do banco
de dados METLIN (incluidos no MPP)2,

As analises estatisticas dos dados gerados na analise metabolédmica foram
realizadas com os valores transformados log2. Aplicou-se o teste T ndo pareado e o
teste Benjamini- Hochberg como um teste de corregéo multipla. Foi considerado como

significativo o valor de p < 0.05 e o fold change igual ou maior que 2.00.

2.9.3. Algoritimo (l.A.)
Analise multivariada

Os dados foram tratados no Mass Hunter Qualitative v.07, seguido de alinhamento
dos dados pelo Mass Hunter Profiler Profissional v.13.1 estes dados foram exportados
para extensao C.SV. A analises para construgao de algoritmos de Inteligéncia Artificial
foram realizadas no software Orange v. 3.38.1, foram utilizados modelos
supervisionados (Logistc Regression, CN2 Rule Induction, Tree, Random Forest,
Gradient Boosting, SVM, Naive Bayes, AdaBoost, Neural Network, Stochastic
Gradient Descent e Scoring Sheet) para classificagdo dos grupos. Os calculos de
sensibilidade especificidade e acuracia foram realizado pela plataforma online
MEDCALC.

3. Resultados
3.1. Participantes

O grupo 3 é mais jovem que 0s outros grupos.

Quanto ao histdérico familiar de neoplasia, demonstrou-se associagao (p= 0,0412)
entre auséncia de histérico familiar e neoplasia prostatica nos grupos de pacientes
doentes e em seguimento em pos-operatorio tardio.

Dessa forma, no grupo 1 e grupo 2 foram comparadas as seguintes variaveis: PSA
total, PSA livre, Relagdo PSA livre/PSA total, volume prostaticos, estadiamento

cirargico e classificagao ISUP 2014. (Tab.1)
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes.

VARIAVEIS GRUPO 1 GRUPO 2 valor de p

n. 19 11

Idade (anos) Média + DP 62+8 66 +5,8 <0,0001

Cor b (7 368%)b (4 36,3%) 0177

b = branco p = pardo n = negro (n. %) p (11 578%) p (4 36,3%)
n(15,2%) n (3 27,2%)

Historia familiar de cancer de prostata s (3 15,7%) s (5 45,4%) 0.0412

s =simn =nao (n. %) n (16 84,2%) n (6 54,5%)

PSA total (t) ng/mIL Média + DP 8,7+49 6,3+1,5 0.2198

PSA livre (I) ng/mL Média + DP 0704 06+0.2 0.907

Relagéo PSA I/t Média + DP 9.6+3,3 13,3+ 3,4 0.2577

Estadiamento clinico TNM (n. %) T1c (8 42,1%) T1c (11 100%) 0.0003

T2a (9 47,3%)
T2c (2 10,5%)
Estadiamento cirargico TNM (n. %) T2c (8 72,7%) 0.0683
T3a (3 27,2%)
1 (8 421%)) 1 (4 36,3%) <0.0001
2 (7 368%) 2 (5 454%)
3 (1 52%)) 4 (1 9,0%)
4 (1 5,2%) 5(19,0%)
5(210,5%)
Ultrassonografia de prostata gramas (g)  25-60 g 30-70¢g >0,9999

ISUP 2014 (n. %)

Fonte: os autores

Legenda: PSA = antigeno prostatico especifico - < = menor ou igual - ng = nanograma - ml =
mililitro - tI= total - £ = mais ou menos - DP = desvio padrao - Classif. = classificagdo - CaP =
cancer de prostata - - L = livre - US = ultrassonografia - - g = gramas - Dens. = desnidade -
cm? = centimetros cubico - ISUP= International Society of Uological Pathology - TNM = tumor,

linfonodos metastases.

3.2. Metabolomica (LC-MS) plasmatica no cancer de prostata

Foram identificados no total 1744 metabdlitos. Utilizamos o filtro de frequéncia de
100% e obtivemos 16 metabdlitos. Fizemos a analise estatistica usando ANOVA com
p<0.05 e fold change maior ou igual a 2 e obtivemos 11 metabdlitos diferencialmente

expressos.
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Figura 2: Clusterizagao hierarquica e heatmap
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Figura 3: 3D-PCA (variancia explicada)

X-Axis | Component 1 (32.7%) W, ¥-Axis  Component 4 (9.46%) Z-Axis | Component 3 (11.1%)

Color by Grupos
B Controle
W Cancer prastata
B Segmento pds-PR
Descripion
Algorithm: Principal Components Analysis
Parameters:
Column indices = [1-164]
Pruning option = [numPrincipalCemponents, [4]]
Mean centered = true
Scale = true

3-D scores = true
PCA on = Columns

Fonte: os autores

3.2. Inteligéncia artificial

Para criagdo de modelos predicdo supervisionado utilizou se para treinamento a
estratégia de cross validation (com fold de 5) os resultados dos trés melhores modelos
estdo apresentados na matriz de confusdo (Figura 4) em seguida os valores de

sensibilidade, especificidade e acuracia(Figura 5) e as curvas ROC (Figura 6, 7 e 8).
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Figura 4: Matriz de confusao ( comparando os grupos 1 e controle)

. T
‘regicted

Negativo Positivo )3
Negativo 96 4 100
Scoring Sheet g Positivo 5 95 100
¥ 101 99 200

Predicted
Negativo Positivo 2
_ Negativo 98 2 100
Random Forest § Boaitis 4 96 100
b3 102 98 200

Predicted
Negativo Positivo 2
Negativo 98 2 100

Gradient Boosting = S

g Positivo 4 9% 100
¥ 102 98 200

Fonte: os autores

Tabela 2 - Resultado sensibilidade, especificidade e acuracia

S E VPP VPN A
Scoring Sheet 95% 96% 95% 95% 95%
Random Forest 96% 98% 98% 96% 97%
Gradient Boosting 96% 98% 98% 96% 97%

Fonte: os autores
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Figura 5: Curva ROC para Scoring Sheet. (AUC 99.7%)
Figura 6: Curva ROC para RandomForest (AUC 99,8%)
Figura 7: Curva ROC para Gradient Boosting (AUC 99,8%)

Fig. 5 Fig.6 Fig .7
4. DISCUSSAO

Analisando o resultado dos participantes as semelhangas das variaveis (cor,
histéria familiar, PSA e suas derivacdes) € explicada por se tratar de uma mesma
populacdo com amostra oportunista no ambulatério do HC da UFU; a diferenca do
estadiamento clinico do grupo 1 com o estadiamento cirurgico do grupo 2 se deve ao
fato que na maioria das vezes os casos operados sao subestadiados.

Aidade jovem do gupo 3 se justifica tendo em vista o viés de seleg¢ao de voluntarios:
pacientes jovens, sem histérico familiar, sem qualquer queixa urinaria e fora da faixa
etaria de maior incidéncia de cancer prostatico.

A dificuldade de rastreio por inacessibilidade do servigo publico, a auséncia de
sintomas nos estagios iniciais do CaP e a falta de informacgéo levam a uma menor
deteccdo da doenga na populagdo masculina justificando a auséncia de relagcédo de
histéria familiar e diagndstico.

Com o emprego da nanobiotecnologia com uso da metabolémicas encontramos 11
metabdlitos com diferenca significante nos 3 grupos estudados.

Na clusterizagao hierarquica (fig. 2) a expressao de metabalitos foi semelhante nos
grupos: grupo 2 e grupo 3; diferenciando do grupo 1. No heatmap (fig. 3) dos 11
metabdlitos 2 ficaram ausentes no grupo 1 com expressao muito proximas nos grupos
2e3.
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Corroborando com os achados acima no PCA os individuos grupo 2 estdo mais
proximos do grupo 3 e se distanciam do grupo 1.

Estes 2 metabolitos sdo: PI(22:4(7Z,10Z2,132162)/22:2(13Z, 16Z)) refere-se a um
determinado fosfoinositideo (Pl), que é uma classe de fosfolipidios encontrados em
membranas celulares, particularmente na bicamada fosfolipidica da membrana
celular, que desempenha papéis importantes na transdugdo de sinal, membrana
dinamica e processos celulares; e a esfingosina-1-fosfato € um mediador lipidico
critico envolvido em uma série de processos fisioldgicos, incluindo respostas
imunoldgicas, desenvolvimento de vasos sanguineos esobrevivéncia celular. E
também um alvo fundamental para intervengdes terapéuticas em doencas como
esclerose multipla e cancer.

Uma outra abordagem foi a busca de algoritmos de IA utilizando experimento de
metabolémicas, entre os modelos utilizados foram escolhidos 3 algoritmos com
resultados semelhantes (Scoring Sheet, Random Forest e Gradient Boosting) sendo
0s 2 ultimos com resultados iguais e superiores ao primeiro, com sensibilidade 98%,
especificadade 96%, acuracia 98% e area de curva ROC 99,8%.

A auséncia de 2 metabdlitos no Cap, a criagdo de uma ferramenta algoritmica, com
acuracias proximas de 100% com ampla acessibilidade promoveria uma revolugao no
diagndstico do Cap que enfrenta como exposto grandes desafios, abre uma janela

para novas pesquisas com n robustos e desenhos de estudos multicéntricos.

5. CONCLUSAO

O emprego da metabolémica exploratéria encontrou dados promissores para 2
metabdlitos que estavam ausentes pacientes com Cap, inferindo que essa neoplasia
prostata pode diminuir a expressao destes metabolitos, também foi possivel
desenvolver um algoritmo de inteligéncia artificial com alta sensibilidade,
especificidade e acuracia para realizar a classificacdo de individuos em doentes ou

saudaveis.
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Resumo
Introducgédo: o diagndstico do cancer de préstata enfrenta varios desafios, um dos

principais problemas é auséncia de um marcador cancer especifico e as complicagdes
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da biopsia de prostata. Esses desafios destacam a necessidade de ferramentas
diagndsticas mais disruptivas e eficazes para melhorar a precisdo do diagndstico.
Objetivo: desenvolver, caracterizar novos modelos diagndsticos utilizando ATR-FTIR
e inteligéncia. Metodologia: Foram analisados 20 participantes divididos em 2 grupos:
grupo 1 (pacientes com diagndstico de cancer de prostata n=11), grupo 2 (controle
n=9), dos quais foram coletadas amostras de sangue. Os dados espectrais foram
obtidos utilizando o Espectrémetro FTIR Agilent Cary 630 no modo de refletancia total
microatenuada (ATR), abrangendo uma faixa de numeros de onda de 4000 a 650 cm-
1. Para Analise Preditiva por Algoritmos de Aprendizado de Maquina, utilizou-se o
software Orange Data Mining 3.35. L34, os dados espectrais utilizados foram truncados
usando a regiao lipidica (3050 - 2800 cm-1) associada a regido da impressao digital
(1800 - 900 cm-1). Resultados: foi demonstrado diferengas significativas entre os
espectros plasmaticos de pacientes grupo1 e grupo 2. Dois componentes principais,
PC1 e PC2, foram responsaveis por 64% da variancia cumulativa, com PC1
explicando 50% e PC2 explicando 14%. Empregando ferramentas de inteligéncia
artificial (lA), os resultados demonstraram que o algoritmo de Rede Neural
proporcionou a discriminagdo mais eficaz entre pacientes dos 2 grupos. Essa
abordagem de pré-processamento produziu sensibilidade de 100%, especificidade de
100% e precisédo de 100% na diferenciacéo entre os grupos. Conclusdao: com o
emprego da ATR -FTIR foi possivel desenvolver um algoritmo de inteligéncia artificial
com alta sensibilidade, especificidade e acuracia para diagnéstico de céncer de
prostata.

Palavras-Chave: Cancer de Prostata; ATR-FTIR; Inteligéncia Atrtificial

Abstract

Introduction: Prostate cancer diagnosis faces several challenges, one of the main
problems being the absence of a specific cancer marker and the complications of
prostate biopsy. These challenges highlight the need for more disruptive and effective
diagnostic. Objective: To develop and characterize new diagnostic models using ATR-
FTIR and intelligence. Methodology: Twenty participants were analyzed and divided
into 2 groups: group 1 (patients diagnosed with prostate cancer n=11), group 2 (control
n=9), from which blood samples were collected. Blood spectral data were obtained

using the Agilent Cary 630 FTIR Spectrometer in microattenuated total reflectance
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(ATR) mode, covering a wavenumber range from 4000 to 650 cm-1. Results: The
truncated spectra, including the lipid region (3050-2800 cm') and the fingerprint region
(1800-900 cm'), revealed significant differences between the plasma spectra of
patients in group 1 and group 2. Two principal components, PC1 and PC2, accounted
for 64% of the cumulative variance, with PC1 explaining 50% and PC2 explaining 14%.
Using artificial intelligence (Al) tools, the results demonstrated that the Neural Network
algorithm provided the most effective discrimination between patients in the 2 groups.
This preprocessing approach produced 100% sensitivity, 100% specificity, and 100%
accuracy in differentiating between the groups. Conclusion: with the use of ATR-FTIR
it was possible to develop an artificial intelligence algorithm with high sensitivity,
specificity and accuracy for the diagnosis of prostate cancer

Keywords: Prostate Cance, ATR-FTIR; Artificial Intelligence

1. INTRODUGAO

O cancer de proéstata (Cap) € uma das neoplasias malignas mais comuns entre os
homens, especialmente em paises com alto indice de desenvolvimento humano'. A
deteccdo global tem aumentado, em parte devido ao uso mais difundido do teste de
antigeno prostatico especifico (PSA) e envelhecimento da populagdo, embora as
taxas de mortalidade tenham permanecido relativamente estaveis®®. Nos Estados
Unidos, estima-se que 288.300 novos casos foram diagnosticados em 2023,
representando 29% dos novos casos de cancer em homens3.

O diagndstico geralmente é feito por bidpsia da prostata, que € indicada apés a
detecgéo de niveis elevados de PSA no sangue e/ou exame digital retal’. No entanto,
o PSA nao é um teste perfeito, pois pode resultar em falsos positivos (hiperplasia
prostatica benigna-HPB, prostatite e infarto prostatico) e negativos (tumor de préstata
indiferenciado), o que limita sua utilidade clinica como teste isolado?, além disso, a
bidpsia € um procedimento invasivo com riscos de infecgéo e sepse’. A ressonancia
magnética multiparamétrica (mpMRI) tem mostrado alta sensibilidade para detectar
cancer clinicamente significativo e pode reduzir a necessidade de biopsias
desnecessarias®.

A ATR-FTIR em céancer de prostata esta centrada principalmente em pesquisa
translacional, com foco em diferenciacdo de tecidos prostaticos normais e

neoplasicos, analise de biofluidos (como soro e ar exalado) e identificacdo de
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marcadores espectroscdpicos associados a presenga e agressividade tumoral. A
tecnologia ATR-FTIR permite analise ndo destrutiva, rapida e sem necessidade de
reagentes, caracteristicas desejaveis para métodos diagndsticos inovadores. O
objetivo do estudo foi aplicar ATR-FTIR e desenvolver um algoritmo de IA em
pacientes com CaP, para criagdo de um novo modelo no diagndstico dessa neoplasia

com disponibilidade, rapidez, boa acuracia e baixo custo.

2. Materiais e métodos
2.1. Aspectos Eticos e Bioseguranga

Neste estudo todos os métodos foram realizados seguindo as diretrizes éticas
relevantes e de acordo com a Declaragdo de Helsinki?® e aprovado pelo do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) sob o Certificado de Apresentacéo para Apreciacédo Etica
(CAAE) 71108817.2.0000.5152, e parecer numero 3.533.461 aprovado em 19 de
agosto de 2019. Todos os participantes deste estudo concordaram em participar e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Todas as amostras usadas para analises foram gerenciadas de acordo com os
protocolos de seguranga do laboratério de Nanobiotecnologia Professor Doutor Luiz
Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de

Uberlandia.

2.2. Desenho do estudo.

Estudo clinico, epidemioldgico, analitico, observacional, transversal, controlado, de
pacientes sendo o grupo de 1 com participantes com adenocarcinoma de préstata
submetidos (PTR), o grupo 2 (controle) constituido por homens sem diagndstico

clinico de cancer de prostata com idade >18 e <50 anos.

2.3. Fonte de dados.

Pacientes foram selecionados no servico de Urologia da Faculdade de Medicina
(FAMED) da Universidade Federal de Uberléandia (UFU) e analises laboratoriais
realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia Professor Doutor Luiz Ricardo
Goulart Filho do Instituro de Génética e Bioquimica da UFU no periodo de 2018 a
2024.
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2.4. Critérios de inclusao

No grupo 1 foram incluidos participantes com diagndstico de Cap que seriam
submetidos a PTR aberta ou videolaparoscopica. O grupo 2 incluiu homens sem
diagndstico clinico de cancer de prostata com, idade >18 e < 50 anos recrutados no
periodo de 2018 a 2024.

2.5. Critérios de Exclusao

Nos grupo 1 deste estudo foram excluidos participantes sem antecedentes de até
30 dias de infecgdo do trato urinario, antecedente de radioterapia e/ou terapia de
deprivagdo androgénica (ADT) para tratamento de CaP e antecedente de outra(s)
neoplasia(s).

No grupo 2 foram excluidos participantes com antecedente de 30 dias de infec¢ao

do trato urinario e antecedente de neoplasia(s).

Figura 1: Desenho do estudo

Participantes Grupo de Estudo (G1)n=11 e Grupo Controle (G2)n=9

n=20
Critérios de Exclusdo
ITU, ADT, RT
n=0
Grupo de Estudo (G1) , = - Grupo de Controle(G2)
Pacientes com diag de adenccarcinoma de n=4%9

prostata antes da PTR
n=11

Fonte: os autores
Legenda: n. = numero - % = percentagem - Rt = radioterapia - ADT = terapia de deprivagao
androgénica - PTR = prostatectomia radical - min. = minimo - PSA = antigeno prostatico

especifico - ng = nanograma - ml = mililitro — ITU = infec¢ao do trato urinario.

2.6. Coleta de amostra bioldgica
Nos grupos de estudo e controle foram coletados cerca de 10 ml sangue periférico
de cada participante. No grupo 1, as coletas foram realizadas no dia do procedimento

cirurgico, na sala cirurgica, antes da anestesia com jejum de no minimo 8 horas.
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As coletas dos participantes do grupo 2 foi realizada com jejum de 8 horas no
Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU ou
no Hospital de Clinicas (HC) da UFU com inicio imediato do processamento.

As coletas dos participantes do grupo 2 foram realizadas com jejum de 8 horas no
Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU ou
no Hospital de Clinicas (HC) da UFU com inicio imediato do processamento.

As amostras coletadas no HC da UFU foram enviadas ao Laboratério de
Nanobiotecnologia da UFU com intervalo de até 3 horas apds a coleta, para
processamento.

Todos os participantes submetidos a tratamentos cirurgicos tiveram confirmagéao
diagnostica de cancer de prostata por exame anatomopatologico das pecgas cirurgicas,

realizado pelo servigo de patologia do HC FAMED UFU.

2.7. Variaveis

Os dados foram agrupados em: dados demograficos (idade, sexo, raga); dados
clinicos: histéria familiar de Cap avaliacdo clinica de infeccdo do trato urinario,
antecedentes de neoplasia; toque retal e estadiamento clinico (cT); exames
laboratoriais: pré operatério, antigeno prostatico especifico (PSA) livre e total e
densidade do PSA (DPSA), PSA total no seguimento (minimo de 30 dias) pos
prostatectomia radical; exames de imagem: ultrassonografia (US) trans abdominal ou
trans retal de prostata; exames anatomo patoldgico das bidpsias de prostata e das

pecas cirurgicas e metabolémica exploratéria.

2.8. Metodologia
Espectroscopia ATR-FTIR, processamento de dados espectrais

Os dados espectrais foram obtidos utilizando o Espectrometro FTIR Agilent Cary
630 no modo de refletédncia total microatenuada (ATR), abrangendo uma faixa de
numeros de onda de 4000 a 650 cm-1. A aquisicao espectral foi realizada com uma
resolucédo de 2 cm-1, com cada espectro representando uma média de 32 varreduras
coaditivas por amostra. A preparacao pré-analitica da amostra envolveu a
homogeneizagdo das amostras de sangue em tubos. Posteriormente, aliquotas de 30
Ml de cada amostra foram transferidas para um substrato a base de aluminio, que é

sustentavel e econémico, para permitir analises de alto rendimento. As amostras
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foram secas em uma placa quente ajustada a 80 °C por 15 minutos. A aquisi¢éo
espectral foi conduzida em temperaturas ambientes de 22-23 °C, com espectros de
ar servindo como base. Cada amostra foi analisada em duplicata para garantir a
reprodutibilidade dos dados.

Os espectros foram processados utilizando o software Orange 3.3.5 (Laboratério
de Bioinformatica da Universidade de Liubliana, Eslovénia). Para a geragao da média,
os espectros foram normalizados e a linha de base foi corrigida pelo método
Rubberband para evitar erros durante a preparacdo da amostra e a analise dos
espectros. Nesse caso, a regido de 3700 a 800 cm-1 do espectro original foi utilizada

para os espectros médios.

Analise multivariada

Os dados espectrais foram truncados para incluir a regido lipidica (3050 - 2800 cm”)
e a regiao da impressao digital (1800 - 900 cm') para entrada na andlise de
componentes principais (PCA). PCA foi empregada para a analise exploratdria inicial
dos dados espectrais, com componentes principais construidos usando pontuacdes
(representando desvios na orientagdo da amostra) e cargas (indicando a variancia na
diregdo do numero de onda). Essa técnica néo supervisionada reduz efetivamente a
dimensionalidade e extrai caracteristicas-chave, projetando cada modo vibracional
em um subespaco definido pelos componentes principais, retendo assim a variagao

significativa dos dados.

Analise Preditiva por Algoritmos de Aprendizado de Maquina

Para a analise por aprendizado de maquina, utilizou-se o software Orange Data
Mining 3.35. La, os dados espectrais utilizados foram truncados usando a regido
lipidica (3050 - 2800 cm-1) associada a regidao da impresséo digital (1800 - 900 cm-
1). A andlise de dados espectrais de infravermelho foi dividida em duas etapas: pré-
processamento e classificagdo. O pré-processamento consistiu em agregagao,
selecao de atributos e transformacéo de dados. O pré-processamento considera um
método de selecdo de atributos como dados brutos, suavizagdo gaussiana +
normalizagdo min-max, suavizagdo gaussiana + redugdo de ruido PCA +
normalizacdo min-max e derivada de filtro Savitzky-Golay + normalizagdo min-max +

reducdo de ruido MNF. Para analisar o desempenho preditivo dos modelos de
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algoritmo, foram utilizados os algoritmos Redes Neurais Artificiais, AdaBoost, Floresta
Aleatéria e Maquina de Vetores de Suporte (SVM); foi utilizado o método leave one

out.

3.0 Resultados
3.1. Participantes

iA analise estatistica comparando os grupos de pacientes saudaveis e doentes
revelou diferencas significativas tanto na idade quanto nos niveis de PSA. Os
pacientes doentes apresentaram idade média significativamente maior em
comparagao aos saudaveis com uma diferenga estatisticamente significativa. Da
mesma forma, os niveis de PSA foram consideravelmente mais elevados no grupo 1
(média de 7,95) em relagao ao grupo 2 (média de 0,69), também com significancia
estatistica robusta (p = 5,09 x 10-°). Esses resultados indicam que tanto a idade
quanto os niveis de PSA estdo fortemente associados a condigdao clinica dos
pacientes, sugerindo seu potencial valor como indicadores diagndsticos ou preditivos
em contextos de triagem e monitoramento de doengas prostaticas.

Tabela 1: caracteristicas clinicas dos pacientes

variaveis doente controle p

n 11 9

Idade (anos) Média | 62 + 8 27 %5 p=3,02x10-3
*DP

PSA total (t)|7,95%4)9 0,69 £ 0,5 p=5,09 x10-5
ng/miL Média *

DP

3.2. Dados FTIR
Perfil infravermelho plasmatico. O espectro infravermelho original médio do plasma
na regiao da impressao digital (3700 — 800 cm-") coletado de pacientes grupo 1 e

grupo 2 indica uma superposicdo de componentes plasmaticos como proteinas,
lipidios, DNA/RNA e carboidratos (Fig. 1).

Figura 1: Média representativa com o respectivo desvio padrdo dos espectros de ATR-

FTIR (3700-900 cm-"') do plasma de pacientes do grupo 1 e grupo 2.
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Fonte: O autores

Subsequentemente, a Analise de Componentes Principais (ACP) foi empregada
para reduzir a dimensionalidade, comparando as alteracbes espectrais no
infravermelho em pacientes grupo 1 e grupo 2, com foco nos espectros truncados,
incluindo a regiao lipidica (3050-2800 cm-") e a regiao da impresséo digital (1800-900
cm-).

Esses espectros revelaram diferengas significativas entre os espectros plasmaticos
de pacientes grupo1 e grupo 2. Dois componentes principais, PC1 e PC2, foram
responsaveis por 64% da variancia cumulativa, com PC1 explicando 50% e PC2
explicando 14% (Fig. 2).

Figura 2: Grafico de pontuagado da Analise de Componentes Principais para PC1 vs.
PC2 (A) e cargas de PCA para PC1 e PC2 (B).
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Analise de Discriminagao. Para classificar e realizar a analise preditiva de amostras
espectrais plasmaticas de pacientes grupo 1 e grupo 2, empregamos ferramentas de
inteligéncia artificial (Tabela 1). Os resultados demonstraram que o algoritmo de Rede
Neural proporcionou a discriminacdo mais eficaz entre pacientes dos 2 grupos. O
método de pré-processamento ideal combinou Derivada do Filtro Savitzky-Golay +
Normalizagdo Min-Max + Redugao de Ruido MNF.

O melhor desempenho foi observado usando as faixas espectrais de 3050-2800
cm® e 1800-900cm-". Essa abordagem de pré-processamento produziu sensibilidade
de 100%, especificidade de 100% e precisdo de 100% na diferenciacdo entre os

grupos.
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Tabela 2: Algoritmos de aprendizado de maquina aplicados em espectros para

discriminar individuos controle e pacientes com cancer de prostata.

Pre-processing Model Accuracy  Sensitivity Specificity
(%) (%) (%)

Neural 45.0 45.5 44 4
Network

Dados brutos AdaBoost 0.45 54.5 33.3
Random 20.0 27.3 111
Forest
SVM 45.0 81.8 0.00
Neural 60.0 54.5 66.7
Network

Suavizagao AdaBoost 80.0 72.7 88.9

gaussiana + Random 75.0 81.8 66.7

normalizagcao min- Forest

max SVM 45.0 45.5 44 4

Suavizagao Neural 55.0 63.6 44 4

gaussiana + Network

reducdao de ruido AdaBoost 50.0 54.5 44 .4

PCA + Random 55.0 63.6 44 4

normalizagao min- Forest

max SVM 65.0 54.5 77.8
Neural 100.0 100.0 100.0

Derivada do filtro Network

Savitzky-Golay + AdaBoost 90.0 91.0 88.9

normalizacao Min- Random 90.0 91.0 88.9

Max + reducao de Forest

ruido MNF SVM 95.0 100.0 88.9

Fonte: O autores

Finalmente, aplicamos as Explicagdes Aditivas de Shapley (SHAP), uma
abordagem de ultima geragao para elucidar os resultados de modelos de aprendizado
de maquina. A SHAP utiliza valores de Shapley da teoria dos jogos para fornecer
alocacao de crédito ideal com explicagdes locais. Utilizamos a SHAP para obter
insights sobre os modos vibracionais que contribuiram significativamente para o
desempenho preditivo superior do algoritmo de Rede Neural.

Os valores de pontuagao para cada caracteristica, derivados do algoritmo de Rede
Neural usando espectros pré-processados obtidos via Derivada do Filtro Savitzky-

Golay + normalizagdo Min-Max + reducgao de ruido MNF, destacaram os principais
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modos vibracionais responsaveis pela distingao entre pacientes controle e pacientes
com cancer de proéstata.

Os principais modos vibracionais identificados foram 2865 cm’, 2921 cm', 2981
cm', 1064 cm*, 3007 cm’, 1120 cm*, 1103 cm*, 1150 cm’, 2927 cm' e 1025 cm" (Figura
3). As atribui¢des moleculares para cada modo vibracional, conforme indicado pela

analise de caracteristicas SHAP para AdaBoost, sdo detalhadas na Tabela 2.

Figura 3: Gréfico de valor SHAP de importancia do recurso do modelo de rede neural

para discriminar individuos de controle e pacientes com cancer de prostata.
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Fonte: O autores
Tabela 3, Atribuicdo de banda do valor SHAP de cada caracteristica para discriminar

individuos de controle e pacientes com cancer de préostata e suas atribuicdes

moleculares.
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Atribuicao de

banda de

numero de onda

(cm-1)

2865 - 2981 Vibracbes de alongamento de CH2 e CH3 de
fosfolipidios, colesterol e creatina

1604 Vibrac&o da adenina no DNA

3007 C-H

1120 Manose-6-fosfato

1103 Alongamento simétrico P-O-C

1150 Vibracao de alongamento C-O

1025 Frequéncia vibracional dos grupos -CH20H dos

carboidratos

Fonte: O autores

4. DISCUSSAO

Na ATR-FTIR, espectro infravermelho original médio do plasma na regiao da
impressao digital (3700 — 800 cm-") coletado de pacientes grupo 1 e grupo 2 indica
uma superposi¢cao de componentes plasmaticos como proteinas, lipidios, DNA/RNA
e carboidratos.
Na analise do PCA houve uma variancia explicada dos individuos grupo 1 e do grupo
2, os espectros PC1 e PC2, explicando 50% e 14% respectivamente, porém sem
separagao dos grupos com o uso da IA com pré processamento (Derivada do filtro
Savitzky-Golay + normalizagdo Min-Max + reducédo de ruido MNF); o algoritmo de
Rede Neural proporcionou a discriminagao mais eficaz entre pacientes dos 2 grupos.
Essa abordagem de pré-processamento produziu sensibilidade de 100%,
especificidade de 100% e precisdo de 100% na diferenciagéo entre os grupos.

A |A foi crucial para o desfecho do estudo, automatizou e agilizou as operagdes de
analise e interpretacdo de dados com reducao expressiva de custo e tempo do estudo.

A espectroscopia com acessibilidade, facilidade e baixo custo, a criacdo de uma
ferramenta algoritmica, com acuracias proximas de 100% com ampla acessibilidade
promoveria uma revolugao no diagnéstico do Cap que enfrenta como exposto grandes
desafios, abre uma janela para novas pesquisas com n robustos e desenhos de
estudos multicéntricos.
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A aplicagdo ATR-FTIR tem sido explorada em outros fluidos biolégicos, como soro
e plasma, para a detecgdo de marcadores de cancer de préstata. A FTIR € uma
técnica promissora devido a sua capacidade de identificar alteragdes bioquimicas em
amostras bioldgicas, o que pode ser util para o diagnostico ndo invasivo de canceres,

incluindo o de prostata?'22,

5. CONCLUSAO
O emprego da ATR-FTIR com criagédo de um algoritmo, encontramos um método
diagndstico de Cap com 100% de acuracia.
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CONCLUSAO

Este estudo é uma prova conceito utilizando novas plataformas espectroscépicas
encontramos resultados bastante promissores com a metabolémica exploratéria (2
metabodlitos sem nenhuma expresséo verificada no heatmap) no grupo 1 quando
comparados ao grupo 2 e grupo 3. Conseguimos 3 algoritmos de |IA com sensibilidade
e especificidade acima de 90 %, ja utilizando a ATR-FTIR chegamos a um algoritmo
de IA com 100% de acuracia (Neural Network) com pré-processamento descrito.
Respondemos o objetivo do estudo.

Evidenciamos que os fosfolipideos foi o principal fator para diferenciar os grupos
estudados. ( 1 artigo: Fosfoinositideo e Esfingosina e artigo 2: espectro de
fosofolipideo detectado pelo SHAP).

Perspectivas de estudos muticéntricos e randomizados.

LIMITAGOES

Algumas das limitagbes do estudo: auséncia de randomizagdo, amostras por
conveniéncia e o tamanho amostral.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa intitulada “Caracterizagao in
vitro e in vivo do aptamero A4 de RNA ligante especifico de células de cancer de préstata”,
sob a responsabilidade dos pesquisadores Dra. Vivian Alonso Goulart, Dr. Luiz Ricardo
Goulart Filho, Aline Gomes de Souza, Esther Campos Fernandez, Leticia Silveira Barcelos,
Mariana Alves Pereira Zoéia, Dra. Lara Vecchi, Dr. Leandro Alves de Oliveira, Dr Matheus
Nister Moreira Reis e Dr. Sebastiao Anténio Borba que sera realizada na Universidade Federal
de Uberlandia.

Nesta pesquisa nés estamos buscando entender como a molécula A4 (RNA) é eficaz para
ser utilizada em uma nova metodologia de diagndstico e triagem do cancer de prostata.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelos pesqisadores Dra.
Vivian Alonso Goulart, Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho, Aline Gomes de Souza, Esther Campos
Fernandez, Leticia Silveira Barcelos, Mariana Alves Pereira Zo6ia, Dra. Lara Vecchi, Dr.
Leandro Alves de Oliveira, Dr Matheus Nister Moreira Reis e Dr. Sebastiao Anténio Borba.,
antes da cirurgia. Vocé tera tempo para decidir se quer participar, conforme item IV da
Resolugdo CNS 466/12.

Na sua participagao vocé respondera a uma entrevista no dia da cirurgia sobre sua idade,
peso, altura, medicamentos utilizados, doengas prévias, habitos, se é fumante, se ingeri
bebida alcodlica e qual a frequéncia e se pratica atividade fisica; além de dados clinicos como
histéria familiar de cancer e cirurgias prévias. Além disso vocé doara 3mL de sangue
(quantidade aproximada de meia colher de cha), 5mL de urina (quantidade aproximada de
uma colher de cha) e tecido da prostata retirado por bidpsia no momento da cirurgia. Este
material sera encaminhado ao Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia e examinado para identificar células de cancer das amostras doadas.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdao
publicados e ainda assim sua identidade sera preservada.

Vocé mao tera nenhum gasto nem ganho financeiro por participar da pesquisa.

Os riscos sido aqueles inerentes ao proprio procedimento cirdrgico ao qual vocé sera
submetido, independente da utilizagdo ou ndo do material coletado por este projeto de
pesquisa. Um leve desconforto podera ocorrer devido a possibilidade de formagdo de um
pequeno hematoma no local de pungao venosa necessaria para a coleta de sangue, contudo
podera ser amenizado pela realizagdo do mesmo por profissionais habilitados, sendo
respeitadas as orientagdes do Ministério da Saude do Brasil, Resolugao 466/12. O estudo
ndo oferecera risco consideravel, garantira o sigilo dos dados coletados e os individuos

envolvidos apenas serdo identificados por meio de cédigos. Entretanto, existe risco de
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identificacao do participante durante a pesquisa e de se sentir constrangido em algum
momento na entrevista para levantamento de dados. Os beneficios seréo a possibilidade
de desenvolvimento de um diagndstico mais eficaz, facil e de baixo custo para o cancer de
préstata, desta forma tornando o tratamento mais eficiente.

Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum
prejuizo ou coagao. Até o momento da divulgacao dos resultados, vocé também é livre
para solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa. Uma via original deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé. A nao participacao neste estudo nao
afetara em nada o seu tratamento.

Em caso de qualquer duvida ou reclamacao a respeito da pesquisa, vocé podera entrar
em contato com: Vivian Alonso Goulart, Luiz Ricardo Goulart Filho, Aline Gomes de Souza,
Esther Campos Fernandez, Leticia Silveira Barcelos, Mariana Alves Pereira Zéia, Lara Vecchi
no telefone 34- 3225 8440 ou no Laboratério de Nanobiotecnologia, sala 248, bloco 2E,
Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia. Vocé podera também entrar
em contato com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos na
Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves de Avila, n® 2121,
bloco A, sala 224, campus Santa Ménica — Uberlandia/MG, 38408-100; telefone: 34-3239-
4131. O CEP é um colegiado independente criado para defender os interesses dos
participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir para o
desenvolvimento da pesquisa dentro de padroes éticos conforme resolugoes do

Conselho Nacional de Saude.

Uberlandia, de de 20

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente

esclarecido

Participante da pesquisa
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ANEXO 2 — INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
Universidade Federal de Uberlandia ( UFU)
Programa de Pé6s Graduagcao em Ciéncias da Saude (PGCS)

Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica

Instrumento de Coleta de Dados - Participantes: * Grupo de Estudo (GE) - * *Grupo Controle (GC)

CaPPRAberta ( )" |CaPPR VL-Rob.{ )" |CaPP6sOp.PR ( )" |BidpsiaP( )*

HPB PTV ( )** HPBRTU ( )** Masc. 718<352 (% | pem, 718 3 pxx
Nome do Participante:

Data: Pesquisador:

N. Registro: Instituicdo: \ Iniciais do nome:

Data Nasc.: Idade (a): | sexo: ‘ Cor:

Histéria Familiar de Cancer de Préstata: ( )S ( ) N | Suspeita ClinicalTU: ( })S ( )N

| Data: PSA total (t) 1 ng/mL: PSA livre (1) 1 ng/mL: PSA I/t 1%: |
| Data: PSA total (t) 2 ng/mL: PSA livre (l) 2 ng/mL: PSA I/t 2 %: \
| US da Prostata: () Abdominal () Trans retal Volume da Préstata em g: |
‘ Toque retal: Estadiamento clinico (cT): |

RMmpP: Volume da Préstata em g: PIRADS: Local dalesdo:

Obs.:

Data: Biopsia Prostata com US Trans Retal: () 12Frag. ( ) Com fusdo cognitiva

Laboratdrio de anatomia patologica: ( ) HC- UFU ( ) Outro:

N. do Exame: Diagnéstico AP: () Adenocarcinoma ( ) Qutro:

Local Biépsia | N. Fr.Biop. | N.Fr. Acom. | % Fr. Acom. Gleason ISUP2014 G

Lobo D + =

Lobo E + =

Lesao RM + =

BIOPSIA + =

IMUNOHISTOQUIMICA DABIOPSIA: Gleason: + = ISUP 24 Grau =

Obs.:

Rx pré trat.:

CT pré trat.:

Cintilografia Ossea com Tc pré trat:

Outro:

Clas. Risco: NCCN {( ) EAU ( ) CAPRA { )

Diagnostico:

Tratamento:
‘ TCLE assinado: ( )S ( )N | Data Lancamento na planilha: Resp.: |
Coletar: (  )Saliva(4mL) ( )Urina(10mL) ( ) Sangue: a) Tubo Amarelo - b) Tubo Roxo E°™

End. Lab.: UFU Campus Umuarama Bloco 2E Sala 224 - Telefone: 34-32258440
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Abreviaturas:

% - Percentual

a - Anos

Acom. - Acometido(s)

AP - Anatomopatoloégico

CaP - Cancer de prostata

CT - Tomografia computorizada
EDTA - Etileno diamino tetracético
End. - Endereco

Fem. - Feminino

Frag. - Fragmento(s)

g - Gramas

G - Grau

GC - Grupo controle

GE - Grupo de estudo

HC - Hospital de Clinicas

HPB - Hiperplasia prostatica benigna
ISUP - International Society Urological Pathology
ITU - Infecgao do trato urinario

| - Livre

Lab. - Laboratério

Mas. - Masculino

mL - Mililitro
N - Nao
N. - NGdmero

Nasc. - Nascimento

ng - Nanograma

Obs. — Observagoes

Op - Operatério

P - Préstata

PGCS - Programa de P6s Graduagao em Ciéncias da Saude

PIRADS - Prostate Imaging Reporting and Data System
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PR - Prostatovesiculectomia radical

PSA - Antigeno prostatico especifico

PTV - Prostatectomia trans vesical

RMmpP - Ressonancia magnética multiparamétrica de préstata
RTU - Ressecc¢ao trans uretral

S - Sim

t - Total

Tc - Tecnécio

TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido
UFU - Universidade Federal de Uberlandia

US - Ultrassonografia

VL - Video laparoscopica
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ANEXO 3 - PARECER CEP

ik U F UNIVERSIDADE FEDERAL DE = ormo
7 UBERLANDIAMG &%:

Comist de EGem mm Foageise

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMEHDA

Titulo da Fesquisa: Caraotenizegas in vitrs 2 in wivoe do aptémera 22 de RNA liganta especifice de células
de cBrcer de prosiate

Pasquisador: WIVIAM ALGNSD SOULART

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: T1108317.2.0000.5182

Instituigao Propomente:instituts de Gengtica e Biogquimica

Patrocinader Principal: Financiamente Propric
DADODS D2 FARECER

HNomere do Parecer: 2.533 461

Apresentagio do Projelo:

Trala-sa recurso B parecar de emerds, parecar consubsiancieds nimers 3.428.752. de (4 de julho de 2019,
& referida Emenda. por sua vez, se referis ac Perecer Cansubslanciado nimero 2,451,492, de 20 de
dezembro de 2017

Sagunda o5 pesquisadoras:

"SerBo selecionados os pacientes com cancer & necplasias benignas, onde sara colelado tecido, sangue &
urina. © tecida sera submetida ao isclamenle de celulas da prostata e analisede histopatologicamenle. As
celulas iscladas de tecidos seréc incubedas com o aptdmero &4 de RMA & serdo realizados ensaios in vitro
de citotoxicidede, proliferagio e migragac celular Usande & técnica de PCR em tempo resl seré analisado o
perfil da expressdo génice des células. O sangue dos pacientes serdc utilizados para o isclaments das
celulas tumorais eirculantes, que serio separedas por citormetria de Aluxe aguelas células ligamtes ac
aptamers &4 de RMA. Er seguida estas célules serfe caracterizedas £ inoculadas em camundongos para
avaliagdo de metistases.

Js aptarmeres sae oliponuclealidecs que podem Biusr coma ferramentes larandstices por 58 wnirem & alves
especificos podendo constituir bicmarcadores de doenges. & apidmers de RMA &3 & um ligante especifico
de gélulas de cénoer de préstata, selecicnadn pala téonica de Evolugdo Sistemética de Ligantes por
Enriquecimerto EXpenencial em cultura 30 [A0 Cel-SELEX). Este estudo vise caracterizer in witre e in vive

o aptamerc 4. Primeiramenle, sera avaliada &

Endarggo: ey, Jode Mawves de Avla 2121 Bloon " A% £3la 23 - Campus Sta. Minka

Balrra: 2arda Minka CEP: 254708144
LIF R unirinén: | IAFRI AKMIS
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I‘IJFU UNIVERSIDADE FEDERAL DE. o Blobafiorma
@ v J UBERLANDIAMG I

Contruapho dn Paecer 2533261

citotexicidede, a prelferagac & migragac celular. 8 & expressic de genes associades &0 cAnoer de pristata
em linhagens celulares e em células isoledas dos tecidos dos pacientes [prostaticas normeis e tumcrais)
apis incubagdo com o aptdmers A4, Em seguida, serdo isoledas células wmorsis circulanies (CTC) do
sangue £ células de urina de pacientes com cancer de prostata por citemetria de Auxe usendo o aptimers
A4 como marcador destas células. Posteriormenie, seré estudado o polencial metestatico das CTCs
identificades pele aptimens &4 streves da incculegdc in vivo destes célules. Uma vez que o apiamens &
sajs cerecianizado, este poderd ser empregado pere detecede do cincer de prostata & em sistamas de dnug

delivery para tratamento deste dosnga®.

Ohbjetivo da Pesgquisa:

Sergundo o5 dooumeantos da pesquisa:

"Objetive Primario: Caractarizerin vitre B in vive o apiamere de RMA A4 ligante de células turnarais da

prostesa pare o desenvalvimenls de uma nova melodelogia de diegnastico.

Objelivo Secundéria:
- Analisar & cilolowicidade, proliferagBo e migragac das células isclades da prostata de lecido narmal =
wmaral de pacientas incubedas com o apiamers de RMA A4

- Anelisar a exprassao génica das células isoladas da prastata de tecido nomal e wmeoral de paciertes”.

Avaliagas dos Riscos & Benaficios:

Canforme os pesquisadores:

"Riscos: O estudo néo cferecera risco consideravel, gerantird o sigilo dos dados colelados & os individuos
envolvides serdo identificados por meic de oddigos {nimeros). Entretants, existe risco de identificagdo do
paricipante durante & pesquisa. Um leve desconforte poderé ccorrer sapenas devido a possibilidede de
formagae de um pequenc hemslome ne leoal de pungdo vencsa & devido & piceda necessana pare o
procedimenta de coleta de sangue dos pecientes, contudo poderd ser emenizade pela reslizagio do mesmo
por profissionais habilitades. Serac respeiladas as orentagbes do Ministérno da Sadde do Bresil, resclugan

486M2 para B pesguisa de seres humanaos.

Bensficios: Possibilidade da selepdo de marcadores moleculares gue suwxiliarde no desenvolviments de uma

nove téenica de diagndstics diferencisl entre os casos de cancer de préstate e Wwnoras.,

Endarego: A, Jode Navas de svka 2121- Sloco "1 47 =ala 224 - Campus Sta. Minka
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Gont-achs o Parerer: 2533461

Comentarios e Consideragdas sobre a Pesguisa:
Lista de slleragies na emenda epds recurso [destscadas em vermelho no documento

emenda_8pos_recursal:
Dentro do thpice “Lista de alteragbes ne projele detalheda™

1. Inclusée dos objetives do estudo junie tom os objelives edicionais requeridos [alteraglies em nagrita):
Jlpjative primaric
Caracterizar in vitro e in vivo o aptémero de RMA A4 ligenle de células tumorais de prostata pera o

desenvolyiments de uma nova meledologie de diagnostico.

Objelivos secundarics

Analisar & cilaloxizidade, proliferacde & migracac das células isoledas da prostate de lecido mormal a
wnearal de pacientes incubadas com o aptimers de RMA A4

Analisar a expressdo génica das células isolades da prdstala de tecido normal e wmaral de pacientes
incubadas com o aptamers de RMA A4,

Isolar células tumorsis circulentes do sangue & célules da urina dos pacientes e seperer por cilometrie de
fuxo dquelas que s5c ligantes ao sptémerns de RMA Ad;

Deserminar a especificidade do apldmers A4 ec chroer de prostata, & sue possivel reatividade cnizada com
o céncer de bexiga das ceélulas isoladas de amcsiras de urina £ saliva de pecientes com cdncer de prostela
ou cBncer de bexige por espectrometrie Raman & FTIR;

irmecular em cemundonges as célulss ligantes ao aptdmens de RMA &4 e snaliser a capacidade de formagac

do wnor & metdsiase.
IN.':'.DEQUAJ;:ELG 1 CORRIGDA,

2. Mimero de paginas alterede pela apos a edigio dos objetivos do estudo.
INADEDUN;ELO 2 ATEKDIDA,.

3. Substituigho do sno nes dates de fim, de 2022 por "2024° {nos pentes13 & 191
INADEQUM_,}ELG 3 ATENDIDHS.

Enderege: Ay, J280 Nawes de Avls 2121- Bloco A7 £ala 23 - Campus Sta. ek
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palo Pesquisedar Recurso.caoy 145183 |GOULART Amaite

Informacoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS 108935 250472018 Aceitc

do Projato 7 Elpdf 122437 |

Qutros Emenda.dac PRCHR201E |WVIVIAN ALOMED Aoeite
12:23:22 |GOULART

Qutros equipe_execulera. pdf Q032018 |WIVIAKN ALONSC Aceite
174416 | GOAUILART

Folhe de Rosto folharosto, pof OFQER2018 |JIVIAN ALOMED HAeoeitc
101817 |GOULART

Qutras linksCurrizulolette semendade.doc 27022040 |WIWIAR ALOMEC Aceitc
18:10:39  |GOULART

TCZLE /! Termmos de | TCLEemerdado. doc: 2TI0ER2018 |WIWIAN ALONED Aoeite

Assaentimento f 160812 |GOULART

Justificativa de

Auséncia

Frojets Detalhedo ! |projesodetelhadeemendado.docx 2TI0ZR201E |WIVIAM ALOMSD HAuoaito

Brochura 160767 |GOULART

Irvestigador

Cromograma Cromogramaemendado. doc: 2T02R201E |WIVIAN ALONED Aoeito
180730 |GOULART

Qutras resposiaspendercias 1 10917 pof TCRR201T WVIWVIAKN ALONEC Aceito
14:29:38 |GOULART

DeclaragBe de staphania.pdf 2G0T |WIVIAN ALONSD Agaite

Imstituigso a 154322 |GOULART

Infreestrutira

Declaragio de coparicipanteH CLU. pdf TAOE201T | WIVIAN ALONSD Aoeito

Imstituizdn & 13:25:20 |GOULART

Infreestrutura

Qutros INETRUMENTOCOLETA, pdf OHOE201T |VIVIAN ALONED HAroeitc
104838 |GOULSRT

Simagae do Parecer:

Aprocvada

Necessita Apraciagdo da CONEP:

BEc

Ensdarnmac A

LUBERLAMNDIA, 28 de Agosta de 20189

Assinado por:

Karine Rexende de Oliveira

[Coordenador(al)
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