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RESUMO

Introducao: o cancer de endométrio (CE) é a segunda neoplasia genital mais frequente
em mulheres. Nas ultimas décadas, ocorreu um aumento global da incidéncia. Até o
momento ndo existe consenso na literatura de qual € o método diagndstico padrao ou
protocolo de investigagdo mais preciso. A espectroscopia vibracional, pelos métodos
Infravermelho (IV) e Raman, sdo técnicas bioanaliticas capazes de avaliar amostras
sanguineas. Objetivo: Avaliar a acuracia da espectroscopia vibracional (IV e Raman)
aliada a métodos quimiométricos em amostras de plasma sanguineo para o
diagndstico do cancer de endométrio. Métodos: O estudo avaliou 56 participantes pos-
menopausa, 18 no grupo neoplasia, 23 no grupo polipo endometrial e 15 no grupo
controle. As amostras analisadas pela espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) foram combinadas a analise discriminante linear (LDA)
e algoritmos genéticos (GA) na faixa espectral de 1800cm-1 e 900cm-1. A analise da
espectroscopia Raman avaliou 27 das 56 participantes pdés-menopausa, 8 no grupo
neoplasia, 9 no grupo polipo endometrial e 10 no grupo controle. Foram avaliados dois
espectros para cada paciente. Os dados obtidos pela espectroscopia Raman foram
previamente tratados e aplicado o modelo de Modelagem Independente de Classe por
Analogia Suave Baseada em Dados (DD-SIMCA). Os resultados das classificagcoes
foram apresentados através da sensibilidade e especificidade. Resultados: As
variaveis 912, 948, 1061, 1186, 1259, 1542, 1574 e 1794 cm-1 foram indicadas pelo
método como modos vibracionais que mais apresentaram peso na classificacdo das
amostras a partir das analises de FTIR. Nas analises do FTIR o grupo neoplasia
mostrou uma sensibilidade e especificidade de 83% e 100%, respectivamente; o grupo
polipo endometrial mostrou uma sensibilidade e especificidade de 100% e 91%,
respectivamente; e o grupo controle, mostrou uma sensibilidade e especificidade de
80 e 92%, respectivamente. As analises Raman demonstraram uma sensibilidade de
100% e uma especificidade de 87,5% ao diferenciar CE e controle. Conclusdo: os
resultados da pesquisa indicaram alta acuracia diagnostica da espectroscopia
vibracional no diagnéstico do cancer do endométrio no plasma sanguineo.

Palavras-chave: cancer de endométrio; espectroscopia vibracional; FTIR; Raman;
quimiometria; acuracia diagnostica.



ABSTRACT

Introduction: Endometrial cancer is the second most common genital neoplasia in
women. In recent decades, there has been a global increase in its incidence. To date,
there is no consensus in the literature regarding the most accurate standard diagnostic
method or investigation protocol. Vibrational spectroscopy, through Infrared and
Raman methods, is a bioanalytical technique capable of evaluating blood samples.
Objective: To evaluate the accuracy of vibrational spectroscopy (infrared and Raman)
combined with chemometric methods in blood plasma samples to diagnose
endometrial cancer. Methods: The study evaluated 56 postmenopausal participants,
with 18 in the neoplasia group, 23 in the endometrial polyp group, and 15 in the control
group. The samples analyzed by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy were
combined with linear discriminant analysis (LDA) and genetic algorithms (GA) in the
spectral range of 1800 cm-! to 900 cm-'. The Raman spectroscopy analysis evaluated
27 of the 56 postmenopausal participants, with 8 in the neoplasia group, 9 in the
endometrial polyp group, and 10 in the control group. Two spectra were evaluated for
each patient. The data obtained from the Raman spectroscopy were previously
treated, and the Data-Driven Soft Independent Modeling of Class Analogy (DD-
SIMCA) model was applied. The classification results were presented through
sensitivity and specificity. Results: The variables 912, 948, 1061, 1186, 1259, 1542,
1574, and 1794 cm™" were indicated by the method as the vibrational modes with the
highest weight in the classification of samples based on FTIR analyses. In the FTIR
analyses, the neoplasia group showed a sensitivity and specificity of 83% and 100%,
respectively; the endometrial polyp group showed a sensitivity and specificity of 100%
and 91%, respectively; and the control group showed a sensitivity and specificity of
80% and 92%, respectively. Raman analyses demonstrated a sensitivity of 100% and
a specificity of 87.5% in differentiating cancer group and control group. Conclusion:
The research results indicate the high diagnostic accuracy of vibrational spectroscopy
in diagnosing endometrial cancer in blood plasma.

Keywords: endometrial cancer; vibrational spectroscopy; FTIR; Raman;
chemometrics; diagnostic accuracy.
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1INTRODUGAO

O cancer de endométrio (CE) é o tumor que se desenvolve na camada interna
do utero, chamada de endométrio. E a segunda neoplasia genital maligna mais
comum entre as mulheres em escala global." A maior incidéncia de CE é observada
nos Estados Unidos da América (EUA) (86,6/100000), seguidos pela Europa Oriental
(52,5/100000) e Europa Central (21,9/100000)."2 Conforme os dados do GLOBOCAN,
no ano de 2022, aproximadamente 420.368 novos casos foram diagnosticados
mundialmente e ocorreram 97.704 mortes relacionadas a condigao. 2

No Brasil, de acordo com os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA),
em 2023, registrou-se 7.840 novos casos de CE, posicionando-o como o terceiro
cancer ginecologico mais prevalente entre as mulheres e o sétimo entre todas as
neoplasias femininas.® Santa Catarina apresenta uma taxa de 8,3 por 100.000.3Nos
ultimos 30 anos a incidéncia aumentou 132%, fato atribuido principalmente ao
aumento da expectativa de vida e dos fatores de risco como a obesidade,
sedentarismo e reducgéo da fertilidade.**

As mulheres com mais de 60 anos apresentam maior risco de desenvolver
CE, enquanto a ocorréncia abaixo dos 40 anos é menos comum.®’ Embora os
diagnodsticos tenham aumentado em todas as faixas etarias, nos EUA tem dobrado o
numero abaixo dos 40 anos.? Inversamente ao nimero de novos casos, a mortalidade
tem diminuido nos paises com alto indice de Desenvolvimento Humano (IDH). No
entanto, os paises com baixo e médio IDH apresentam uma mortalidade maior, o que
pode estar relacionado a um diagndstico tardio.?®

Apesar do aumento da expectativa de vida das mulheres alcangado nas
ultimas décadas, durante a pandemia causada pelo coronavirus SARS-CoV-2,
ocorreu uma diminuigdo da expectativa de vida, diminuindo de 80,1 anos em 2019
para menos de 79 anos, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE).%° No entanto, observa-se, anualmente, uma recuperagio desse
indicador.® Outro impacto da pandemia foram os atrasos nos diagndsticos e no
tratamento precoce devido a dificuldade de acesso aos servigos de saude, resultando
em um maior numero de diagndsticos tardios.® Mas apesar do periodo atipico, esses
dados ndo podem ser plenamente corroborados.°

O excesso de peso apresenta forte associagcdo com o CE.® Em 2012,

aproximadamente 31% da populagdo mundial apresentava sobrepeso. Atualmente, a



19

prevaléncia do excesso de peso corporal no Brasil e no mundo cresceu 55,4% na
populagdo adulta e estima-se que essa tendéncia permanecera nos préximos anos.
Os mecanismos que relacionam a obesidade ao CE ainda ndo possuem uma
compreensao clara, mas possivelmente estdo associados ao aumento da resisténcia
a insulina, ao hiperestrogenismo e aos fatores inflamatérios.® Raglan et al.,'?
demonstraram uma forte associagao entre o excesso de adiposidade e 0 aumento da
incidéncia e mortalidade do CE. Além disso, quando comparadas com indice de
massa corporal (IMC) normal, aquelas com sobrepeso apresentam 1,43 vezes (IC de
95%, 1,30 — 1,56) maior risco, aumentando para 3,3 vezes em caso de obesidade.’
Contudo, o efeito ndo é linear, apresentando proporcionalmente maior aumento no
risco a cada 5 kg/m?. Assim sendo, um IMC maior que 42,27 kg/m? apresenta um risco
de 9,11 vezes (IC 95%, 7,26 - 11,51).5

Por outro lado, mulheres previamente obesas e que reduzem o peso tém
demonstrado uma redugao no risco. Desse modo, a perda significativa de peso em
pacientes submetidas a cirurgia bariatrica, demonstrou mudangas benéficas em
biomarcadores de resisténcia a insulina, inflamagdo, horménios reprodutivos,
morfologia endometrial e vias moleculares relacionadas a carcinogénese
endometrial.314

Outros fatores de risco para o CE sao aqueles associados a exposi¢cao aos
estrogénios enddégenos (nuliparidade, menarca precoce, menopausa tardia,
infertilidade, sindrome do ovario policistico), estrogénios exdégenos sem oposi¢cao de
progestagenos, o uso de tamoxifeno, principalmente apés a menopausa, e diabete
mellitus (DM).12.13

O sangramento uterino anormal (SUA) é o sintoma inicial mais frequente do
CE. Clarke et al., demonstraram que o sangramento uterino pos-menopausa (SPM)
esta presente em 90%-94% das portadoras de CE, principalmente quando
recorrente.’®6 Este risco aumenta com a idade e com o espessamento do eco
endometrial.’>'” Porém, na pré-menopausa as irregularidades menstruais sao
naturalmente mais frequentes, dificultando e atrasando o diagndstico. Apesar da
presenca do SUA recorrente na maioria das pacientes com CE, seu valor preditivo
positivo (VPP) é baixo, necessitando de outros testes de triagem com alta
especificidade para o diagnoéstico.’”

Ademais, os CEs diagnosticados nos estagios iniciais apresentam uma

percentagem de cura de 95% em 5 anos, enquanto aqueles com metastases a
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distancia tem uma sobrevida de 17% em 5 anos.®

Diante da necessidade de diagnosticar precocemente o CE, da falta de testes
menos invasivos e da dificuldade de identificar marcadores tumorais sanguineos esta
pesquisa tem como objetivo principal diferenciar, por meio da espectroscopia
vibracional, amostras de sangue de pacientes com cancer de endométrio, poélipo

endometrial e controles, pacientes com endométrio atrofico.

1.1 JUSTIFICATIVA

O CE apresenta uma alta taxa de sobrevida quando diagnosticado em fases
iniciais. Sua incidéncia vem aumentando globalmente nos ultimos anos, mas ndo ha
evidéncias que suportem o rastreamento populacional do CE. Em pacientes com
sangramento uterino anormal, a exclusédo do diagndstico de CE faz parte da rotina de
investigacao diagnostica, especialmente em mulheres pds-menopausa. Entretanto, o
diagndstico precoce do CE implica no uso de procedimentos invasivos, como a biopsia
uterina, que possuem baixa acuracia diagnéstica. Conforme estabelecido pela James
Lind Alliance Periority Setting Partnership for Detecting Cancer Early, a pesquisa de
meétodos menos invasivos, mais acurados e de baixos custo € uma das 10 prioridades
no campo do diagndstico de cancer em estagios iniciais.'® Neste contexto, o emprego
da espectroscopia em amostras sanguineas preenche os critérios de minima invasao,
baixo custo e acessibilidade. Entretanto, a acuracia diagnostica da espectroscopia em
amostras sanguineas ainda nao foi completamente definida. Considerando o exposto,
este estudo se justifica como uma contribuicdo para avaliar a acuracia diagndstica da

espectroscopia vibracional no sangue para o diagnostico de cancer de endométrio.

1.2 PERGUNTA DE ESTUDO

Este estudo foi baseado na seguinte construcédo de questao diagndstica:
P (populagao): mulheres na pés-menopausa, com sangramento uterino anormal;
| (testes indice): espectroscopia vibracional (IV e Raman) no plasma;
C (comparacgéo, teste referéncia): histopatologia;
O (desfecho, condigédo): cancer de endométrio, pdlipo endometrial e controles,

endométrio atréfico.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Usar espectroscopia vibracional (IV e Raman) em amostras de plasma
sanguineo em mulheres na pdés-menopausa com sangramento uterino anormal para

o diagnostico diferencial de neoplasia endometrial, pdlipo endometrial ou controles.

1.3.2 Objetivos Especificos

Construir um modelo multivariado para discriminacdo entre os grupos
utilizando um modelo matematico;
Determinar os modos vibracionais que diferenciam os grupos CE, pdlipos

endometriais e controle.
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2REVISAO DE LITERATURA
2.1 POLIPO ENDOMETRIAL

Pdlipos endometriais sdo tumoragdes que crescem no endométrio. Podem ser
unicos ou multiplos. Os pdlipos sdo compostos por trés elementos: glandulas, estroma
e vasos. Os fatores de risco associados ao desenvolvimento séo: idade avangada,
obesidade, estimulo estrogénico, DM, uso de tamoxifeno, entre outros.'® Podem ser
assintomaticos ou causar sintomas, sendo o sangramento uterino anormal 0 mais
frequente.

Sua transformagdo maligna é rara, podendo ocorrer em 0 a 12,9%.1920 Duas
meta-analises demonstraram que a prevaléncia de lesGes malignas e pré-malignas
em pacientes com polipo endometrial € de 3,4 a 4,9% apos a menopausa e de 1,1 %
na pré-menopausa. O risco € maior em pacientes sintomaticas quando comparadas
as pacientes assintomaticas.’®2' Devido ao elevado risco de cancer de endométrio
em pacientes com SPM esta indicada histeroscopia com analise histopatolégica em

todas as pacientes sintomaticas na perimenopausa. 62!

Figura 1— Polipos endometriais

-

A. Pdlipo endometrial de aspecto tipico B. Pdlipo de aspecto atipico

Fonte: acervo da autora, 2024.

2.2 LESOES PRECURSORAS

A hiperplasia endometrial é caracterizada por uma condi¢cdo de proliferacao
com aumento da relagao glandulo-estromal, quando comparado ao endométrio
proliferativo, muitas vezes causada pelo estimulo estrogénico sem oposi¢do da

progesterona. Essa condi¢cdo pode ser classificada em benigna ou pré-maligna,
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dependendo da presenga de atipias celulares, conforme os sistemas de classificagao
histomorfoldgica.??

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), propdés um sistema em 1994,
revisado em 2014, que diferencia a hiperplasia benigna da pré-maligna de acordo com
a avaliagdo da presenca de atipias celulares.?? Ja o sistema de neoplasia intraepitelial
endometrial (NIE), recomendado pelo American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG), combina critérios mais objetivos, como a relagéo
glandula/estroma, perimetro glandular e didmetro nuclear, que podem ser avaliados
subjetivamente ou objetivamente por meio de analise computadorizada. 22

Ambos os sistemas apresentam valores prognosticos semelhantes, contudo,
o sistema NIE apresenta maior sensibilidade, enquanto o sistema da OMS apresenta

maior especificidade. %2

Figura 2 — LesOes precursoras

A. Hiperplasia atipica/Neoplasia B. Pdlipo com hiperplasia atipica
endometrial intraepitelial
Fonte: acervo autora, 2024.

2.3 CANCER DE ENDOMETRIO

A maioria dos CE é diagnosticada precocemente, devido aos sintomas de
sangramento uterino anormal. No entanto, diferencas no perfil das pacientes e nas
caracteristicas histolégicas do tumor impactam no progndstico e na abordagem
terapéutica. Segundo dados da European Society for Medical Oncology (ESMO) de
2016, 80% dos casos de CE sao diagnosticados em estagio |, com uma sobrevida de
95% em 5 anos. Nos estagios mais avangados, quando ha comprometimento regional
ou metastase a distancia, ocorre diminui¢ao da sobrevida em 5 anos para 68% e 17%,

respectivamente.?42°
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Figura 3 — Cancer de endométrio

A. Carcinoma endometrioide de baixo grau B. Carcinoma endometrioide de alto grau
Fonte: acervo da autora, 2024.

2.3.1 Classificacao do cancer de endométrio

O CE foi inicialmente classificado, conforme o modelo proposto por Bokhman
em 1983, como tipo | e 11.26 O tipo I, tumor endometrioide, representa 80%-90% dos
casos, esta associado a exposi¢ao ao estrogénio e apresenta bom prognéstico. O tipo
II, tumor ndo endometrioide, € menos comum, sendo o0s subtipos serosos e de células
claras os mais frequentes e de pior prognostico.?®2” No entanto, a classificacdo de
Bokhman nao contemplava a alta heterogeneidade morfolégica e molecular do
carcinoma endometrial, deixando alguns histotipos sem uma classificagdo clara. A
classificagao histopatoldgica, baseada na morfologia e no grau do tumor, permitiu uma
estratificacdo prognodstica em categorias de risco distintas, orientando a terapia
cirurgica e adjuvante.

Em 1988, o Comité da FIGO introduziu um sistema de estadiamento cirurgico,
revisado em 2009, que incluiu a extensao do tumor, a classificagdo histolégica e o
grau do tumor.?”28 A FIGO classifica os carcinomas endometrioides de endométrio
(CEE) com base em diferentes graus de componentes solidos. Tumores de grau 1 tém
menos de 5% de crescimento glandular sdlido; grau 2 tem de 6% a 50%; e grau 3 tem
mais de 50%. Por outro lado, a Sociedade Internacional de Patologistas Ginecolégicos
recomenda um sistema de classificagao binario: os graus 1 e 2 sao classificados como
de baixo grau, enquanto o grau 3 € agrupado com outros tipos histologicos de alto
grau.28.29

A ultima revisao da FIGO, de 2023, coloca os achados histolégicos como a

caracteristica central e um importante fator prognéstico do CE.?®* As mudangas
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incorporam novas variaveis patologicas prognodsticas, mas também novos
classificadores moleculares baseados em achados de sequenciamento completo do
genoma do CE, o Cancer Genoma Atlas (TCGA).>® Todos CEs devem ser
classificados de acordo com a 52 edi¢gdo do Tumores do Trato Genital Femino.2°:3

Os diferentes tipos histolégicos séo: carcinoma endometrioide de baixo grau
(graus 1 e 2) ou alto grau (grau 3); carcinoma seroso (CS); carcinoma de células claras
(CCC); carcinoma misto (CM); carcinoma indiferenciado (Cl); carcinosarcoma (CSC);
e 0s nao usuais, como o tipo mesonéfrico e o carcinoma gastrointestinal tipo
mucinoso. Estes diferentes tipos histolégicos apresentam diferentes caracteristicas
microscépicas, moleculares, lesdes precursoras e histéria natural.?®

Os estudos do TCGA, em 2013, identificaram quatro subgrupos moleculares
integrando uma analise de sequenciamento completo do exoma e do transcriptoma,
analises do numero de coOpias gendmicas e de matriz de proteinas, teste de
estabilidade microssatélite e perfil de metilagao. Classificando-os em quatro subtipos:
com mutagdes no gene do dominio da exonuclease polimerase € (POLE), fenotipo
POLEmut; alto numero de cépias (mutagdes no gene TP53), baixo numero de cdpias
(em que os tumores nao apresentam nenhuma das alteragdes descritas nos outros
grupos tipos) e tumores com predominio de instabilidade microssatélite (MSI).3032

Os tumores com mutagao POLE apresentam bom progndstico, independente
do grau ou histologia do tumor. O grupo com alto numero de cépias, impulsionado
pela mutagéo do TP53, apresenta um prognostico desfavoravel. Enquanto os tumores
caracterizados por instabilidade microssatélite (MSI), predominante devido a
metilacdo do promotor MLH1, e aqueles sem um perfil molecular especifico
apresentam progndstico intermediario.33-3°

Apos varios estudos, o ProMisE (Classificador Proativo de Risco Molecular
para Cancer de Endométrio)3® apresentou uma classificagdo simplificada na analise
tecidual com imuno-histoquimicos, proteinas do gene de reparo (MMR) e proteina
p53, e um teste de andlise para mutagao patogénica POLE.?® Aproximadamente 3%
a 6% dos tumores apresentam mais de uma caracteristica molecular, sendo
caracterizados como multiplos classificadores.2%36

A partir 2021, a European Society of Gynaecological Oncology (ESGO),
European Society for Radiotherapy and Oncology (ESTRO) e a European Society of
Pathology (ESP) motivaram o uso da classificagdo molecular em todos os CE,

especialmente nos tumores de alto grau.®’
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24 RASTREAMENTO DO CANCER DE ENDOMETRIO

Nao ha evidéncias de que o rastreamento de rotina para o CE nas pacientes
assintomaticas de baixo ou de alto risco apresente beneficios para o diagndstico
precoce. Entretanto, a ultima revisdio da ESMO/ESTRO/ESP recomenda o
rastreamento a partir dos 35 anos para as mulheres com mutagcbes genéticas
associadas ao cancer colorretal hereditario ndo polipoide (HNPCC), Sindrome de
Lynch, e para aquelas sem testes genéticos que pertencem a familias com suspeitas
de doengas autossémicas dominante para o cancer colorretal.?4#25 O rastreamento
deve ser realizado anualmente com USTV, bidpsia de endométrio ou histeroscopia
com bidpsia.3’

No caso das mulheres com sangramento uterino anormal na pés-menopausa
€ na perimenopausa, a avaliacdo do espessamento endometrial por USTV é efetiva
como primeira avaliagdo, segundo alguns protocolos.>'8:38 Os beneficios da USTV
incluem a facilidade de acesso e o baixo custo. No entanto, o método apresenta
limitagdes como influéncia da habilidade do operador na qualidade da imagem e o
impacto significativo da variacdo entre observadores na interpretacdo das
imagens.'”3° Mulheres na pos-menopausa com sangramento Unico e espessamento
acima de 4 ou 5 mm e aquelas com sangramento de repeticdo devem prosseguir a
investigacdo com histeroscopia, bidpsia de endométrio ou ambas.?®* Uma revisédo
sistematica com mais de 44 estudos, incluindo 17339 mulheres, demonstrou uma
sensibilidade semelhante com espessuras de cortes endometriais de 23, 24 ou 25mm,
0 espessamento 25mm apresentou uma sensibilidade de 96,2% (IC95%, 92,3 —
89,1%), enquanto a especificidade foi de 51,5% (IC95%, 42,3 — 62,7%), reduzindo
17% o numero de mulheres que necessitam procedimentos invasivos.5>38

A Dbiopsia de endométrio é indicada para pacientes sintomaticas, com
espessamento ou irregularidades endometriais detectadas pela USTV e em casos de
sangramento recorrente pds-menopausa.’® Caso a biopsia de endométrio nao
confirme o CE, a investigagdo deve continuar com histeroscopia e biépsia de
endométrio. A biopsia endometrial ambulatorial € um método acessivel e simples,
porém invasivo, com uma taxa de falha de 11% e 31% de amostras inconclusivas.*!
Nos casos de falhas, resultados inconclusivos ou negativos, e persisténcia dos

sintomas, recomenda-se a realizagdo de histeroscopia com bidpsia.*?43
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2.5 BIOMARCADORES

O crescimento da tecnologia molecular associada a bioinformatica aumentou
0 numero de biomarcadores que desempenham um importante papel no
rastreamento, diagndstico, progndstico e seguimento de diversas doengas. O termo
“biomarcador” conforme definido pelo Grupo de Trabalho de Biomarcadores do Food
and Drug Administration (FDA) e National Institutes of Health (NIH) refere-se a “uma
caracteristica definida que € medida como um indicador de processos biolégicos
normais, processos patogénicos ou resposta a uma exposigdo ou intervengéo”.** No
entanto, esta definicho ampla engloba intervengbes que podem derivar de
caracteristicas moleculares, histoldgicas, radiograficas ou fisiologicas. 344

Os testes sanguineos sdao uma ferramenta de diagnostico mais rapida e
menos invasiva do que os marcadores teciduais. Porém, atualmente, ndo existem
marcadores com acuracia diagnostica e capacidade prognédstica suficientes para
distinguir entre o CE e uma condig&o benigna.*®

O soro sanguineo contém mais de 20.000 proteinas diferentes, além de
diversas alteracdes quimicas associadas, liberadas pelos pacientes em resposta aos
tumores. Essas alteracdes, incluem acidos nucleicos, carboidratos, lipidios, pequenos
metabolitos, bem como pardmetros citogenéticos e citocinéticos.*® Ademais, as
bidpsias liquidas, amostras de fluidos corporais como saliva, urina, bile e mesmo o
sangue possibilitam a analise de novos elementos circulantes como células
tumorais,*” vesiculas extracelulares (cEVs),*® acido desoxirribonucleico (DNA),
tumoral circulante (ctDNA)* e micro acido ribonucleico (microRNA).%° Apesar de
promissores para o diagndstico, esses métodos ainda ndo sdo amplamente adotados
na pratica clinica devido a dificuldades técnicas e alto custo.?®

Para a analise de biomarcadores sanguineos, a espectroscopia vibracional é
capaz de fornecer informacdes sobre a composicdo quimica das amostras biolégicas,
registrando as vibragdes resultantes apos a exposi¢ao de uma amostra biolégica a
radiagdo eletromagnética.’" Dois dos principais métodos diagndsticos da
espectroscopia vibracional incluem a espectroscopia no infravermelho e
espectroscopia Raman. Ambas n&o se restringem a analise de uma unica molécula,

mas uma gama completa de moléculas.5?
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2.6 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

A espectroscopia avalia a interacédo da radiagdo eletromagnética com a
matéria, que resulta nos fendmenos fisico-quimicos de absorgao, emissao, reflexao e
espalhamento.®! Entre estas destacamos a espectroscopia no infravermelho e a
espectroscopia Raman. Embora ambas estejam relacionadas as vibragdes
moleculares, os mecanismos basicos destas vibracdes sao essencialmente distintos,
sendo o IV relacionado a processos de absorgao na regidao do IV e o Raman ao
espalhamento inelastico da luz. Quando a radiagdo na regido do IV é absorvida, as
ligacbes covalentes das moléculas vibram com frequéncias e amplitudes
caracteristicas da natureza da ligacdo quimica e seus atomos envolvidos. A
intensidade de absorgdo pode ser relacionada a sua concentracdo, enquanto o
comprimento de onda e a frequéncia vibracional referem-se a natureza das suas
ligagbes.®®> Na espectroscopia Raman, a andlise depende da modificacdo da
polarizabilidade da molécula, quando excitada por uma radiacdo monocromatica,
gerando fétons espalhados inelasticamente que trazem consigo informagdes
vibracionais da molécula.>* As medidas sao apresentadas graficamente em formato
de espectros (comprimento de onda em cm-! versus intensidade) fornecendo uma
"impresséo digital" das moléculas.>®

A espectroscopia no IV é dividida na regidao proxima (near infrared, NIR),
média (mid infrared, MIR) ou distante (far infrared, FIR), dependendo da incidéncia da
frequéncia da luz incidente.%® Tanto a espectroscopia no IV quanto Raman, na faixa
1800 a 900 cm', encontra-se a regido de frequéncia de varias biomoléculas de
interesse para a analise de materiais bioldgicos, por conter os modos vibracionais
importantes das biomoléculas.?® Proteinas sdo conhecidas pela banda de absorgao
de 1750 cm™ a 1650 cm™’, 1550 cm™ e 1310 cm™ a 1200 cm™ correspondendo
respectivamente a Amida I, Amida Il e Amida 11.5” Os lipidios contribuem com a banda
de 1467 cma 1400 cm™', carboidratos de 1173 cm-' a 1023 cm'; os acidos nucleicos
de 1250 cm™a 1220 cm-"; fosfolipideos de 1085 cm-'; e nucleotideos de 900 cm™' a

800 cm-1.%8

2.6.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para a obtencdo dos espectros na regido do IV €& necessario o uso do
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Infravermelho com Transformada de Fourier que, juntamente com a Refletancia Total
Atenuada (ATR), proporciona a técnica de FTIR-ATR. Nesta abordagem, o feixe de
radiacdo penetra em um cristal, interage com uma fina camada da amostra, sofrendo
sucessivas reflexdes e posteriormente direcionada ao detector. Esse processo resulta
na atenuagao da radiagdo formando um espectro.46:59

O espectrébmetro é constituido por um divisor de feixes responsavel em
separar metade da radiagdo, conforme ilustrado na Figura 4. Uma metade é
direcionada para um espelho fixo e volta ao divisor dos feixes, enquanto a outra
metade é emitida sobre um espelho moével. Conforme a velocidade oscila entre dois
pontos, a radiacao refletida pelo espelho mével é combinada com a radiagao refletida
pelo espelho fixo, passa pela amostra e chega a um detector. A diferenca entre as
disténcias das radiagdes forma um interferograma, que gera um espectro, por uma
equacao matematica, transformada de Fourier. Essas medidas sdo demonstradas
graficamente em formato de espectros fornecendo uma “impressao digital” das
moléculas. O espectro € composto por picos ou bandas que direcionam a analise

qualitativa, enquanto a area e a intensidade do pico orientam a analise quantitativa.®®
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Figura 4 — Esquema de um espectrémetro de infravermelho com transformada de
Fourier
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Fonte: Adaptado de Harris et al.5°

Ao analisar biofluidos nas regides MIR e NIR usa-se a secagem das amostras
antes da andlise para evitar que a forte absorgdo da agua interfira nos espectros
obtidos. A banda de absorgao da agua pode ser intensa e abranger uma ampla faixa

de comprimentos de onda, tornando dificil a identificagdo de outras caracteristicas

espectrais das amostras.®®

2.6.2 Espectroscopia Raman
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A espectroscopia Raman permite analise de materiais bioldégicos, medindo
vibragbes moleculares, produzindo um espectro vibracional, uma “impresséao digital”
Unica de uma amostra bioldgica correlata ao que obtemos por V.6

Esta técnica utiliza uma luz monocromatica, na regido do ultravioleta visivel
ou do IV proximo, geralmente proveniente de uma fonte de laser. Durante essa
interacdo, os fétons da luz apresentam um espalhamento elastico ou inelastico. O
efeito inelastico de espalhamento, chamado de efeito Raman, refere-se a disperséo
inelastica da luz, onde parte da energia do foton é transferida para a amostra durante
ainteracdo. Ao passo em que, no espalhamento elastico, a luz interage com a amostra
sem transferir energia significativa.6263 Por meio da mudanca de energia, obtém-se
uma medicdo qualitativa ou quantitativa da composicdo da amostra, tendo em vista
que esse espalhamento inelastico esta associado a modos vibracionais da molécula
a semelhanga dos modos do V.

Tipicamente, regides do espectro Raman observados nos materiais bioldgicos
se encontram dentro de uma faixa de 400 a 2000 cm™' niUmero de ondas. As vibragbes
das moléculas de proteinas na faixa de 1500 a 1700 cm', carboidratos de 470 a 1200
cm' e grupos fosfatos do acido desoxirribonucleico (980, 1080 e 1240 cm™").54

A espectroscopia Raman tem alta especificidade molecular, sendo uma

técnica excelente para analise de materiais e complementar ao FTIR.%4

2.7  ANALISE MULTIVARIADA — METODOS QUIMIOMETRICOS

Svant Wold e Bruce Kowalski foram os pioneiros e os criadores da Sociedade
Internacional de Quimiometria em 1974.55 Estes autores definiram a quimiometria
como a aplicagdo de ferramentas matematicas e estatisticas a quimica.®® Séo
modelos matematicos que representam a relagao entre as caracteristicas fisicas e
quimicas de uma amostra, podendo prever propriedades quantitativas ou qualitativas.
Analises multivariadas sédo frequentemente empregados na extragdo de dados

espectrais.®

2.7.1 Pré-processamento de dados

Os espectros apresentam as informacdes de interesse, mas também

incorporam sinais indesejados, chamados de ruidos, que podem prejudicar a analise
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dos dados. Diversas técnicas de pré-processamento sdo empregadas para a reduzir
essas variaveis nao controladas, aumentando a preciséo das analises multivariadas
subsequentes.?” Essas interferéncias fisicas ocorrem devido a disperséo da luz, aos
diferentes tamanhos de particulas, as diferentes espessuras de amostras ou a
diferentes caminhos 6pticos. Entretanto, os dados espectrais de baixa qualidade néo
se beneficiam do pré-processamento, enfatizando a necessidade de uma coleta de
amostras adequada para aumentar a precisdo e a acuracia de analises exploratorias
ou diagnosticas.

Os espectros vibracionais dos biofluidos podem ser corrigidos, derivados e
depois normalizados.®® A suavizagdo ¢ utilizada para remover grandes ruidos,
enquanto preserva informagdes espectrais Uteis. Pode ser usada em varias técnicas
de espectroscopia vibracional.®® O algoritmo mais utilizado é o de Savitzky-Golay
(SG), que ajusta uma equacao polinomial pelo método dos minimos quadrados dentro
de um intervalo predefinido de pontos espectrais, onde o ponto central € removido e
usado como critério de ajuste.®® Esse intervalo é entdo deslocado para o préoximo
ponto do espectro, repetindo o procedimento de ajuste. A ordem do polinbmio e o
tamanho da janela usada no ajuste polinomial afetam o resultado, assim, deve-se usar
uma ordem polinomial adequada as caracteristicas da forma espectral. O polinémio
de segunda ordem é comumente usado para dados de espectroscopia vibracional.®

As técnicas de pré-processamento apresentam o risco de gerar correlagdes
na estrutura do ruido, prejudicando a qualidade do modelo multivariado.®®Apesar de
existirem varias técnicas, ainda ndo ha um consenso sobre a escolha do método
adequado. Em situacbes em que uma técnica é insuficiente, pode ser necessario a
combinacgéo de diferentes abordagens.®®

A normalizagao € util quando ha variagdes significativas nas intensidades do
sinal entre diferentes amostras ou quando o mesmo material apresenta variacoes de
intensidade de sinal, devido a momentos diferentes de registro ou as diversas
configuragbes de equipamento. Dessa forma, a normalizagdo contribui para tarefas
gue medem distancias espectrais.?®’0 A normalizacao e a variavel normal padronizada
(SVN) visa corrigir vieses induzidos por desvios da normalidade nos dados
originalmente coletados.%®

O uso de SNV remove os efeitos de dispersao e as inconsisténcias na absorg¢ao
da luz nos espectros. Neste método, cada espectro € primeiro centralizado pela
subtragdo do valor médio do espectro de cada ponto de dados. A seguir, é aplicado o
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escalonamento, onde cada ponto de dados centralizado ¢é dividido pelo desvio padrao
do espectro. Apos esses ajustes, os espectros exibem uma meédia zero e um desvio
padrao unitario. Cada um desses métodos possui sua prépria maneira de ajustar os
dados. Essas técnicas devem ser usadas somente quando necessarias, porque a

normalizagdo pode esconder bandas espectrais.>®

2.7.2 Métodos exploratorios

A analise de agrupamentos por métodos hierarquicos (Hierarchical Clusters
Analysis, HCA) € uma técnica estatistica ndo supervisionada usada para agrupar
diferentes tipos de amostras, com base nas caracteristicas espectrais, em diferentes
subgrupos ou clusters. O resultado geralmente é apresentado em um dendrograma,
um grafico que representa as similaridades e diferencgas relativas entre as amostras e
suas relagdes de forma hierarquica em uma estrutura bidimensional.”” A HCA n&o cria
um modelo matematico para fins de classificagdo, nem fornece uma significancia para
tais semelhangas. Embora mostre uma associagdo entre as respostas, ela nao
fornece uma medida de associagdo.”?

A anadlise de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA) é
uma técnica de analise multivariada, descrita por Pearson em 1901 e desenvolvida
por Hotelling em 1933.7" Consiste em um método estatistico linear que encontra os
autovalores e autovetores da matriz de covariancia dos dados e realiza sua redugao
dimensional, transformando-os em um outro conjunto de variaveis independentes, as
componentes principais (Principal components, PC).”> Antes da classificagdo
estatistica, as amostras podem ser representadas graficamente, tornando possivel
identificar visualmente semelhangcas e diferencas e determinar se podem ser
agrupadas.’* Para andlise visual, geralmente é construida uma projegao
bidimensional ou tridimensional das amostras, tendo as PCs como eixos. As PCs sao
combinacdes lineares que nao apresentam correlagdes entre si e sao ortogonais umas
as outras. Isso significa que cada PC contém informacbes unicas. A primeira
componente principal (PC1) é a mais representativa, oferecendo maior quantidade de
informacgéo.”* As PCs calculadas de maneira sequencial retém o maximo possivel de
variagdo do conjunto de dados original, de modo que a primeira explica maior
percentagem da variancia dos dados do que a segunda, que explica maior

percentagem de varidncia dos dados do que a terceira e assim sucessivamente.”’ A
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PCA , somente diferencia as variaveis quando existe grande variabilidade entre eles,
0 que pode ndo ocorrer em conjunto de dados espectrais.”® Durante as andlises
fatoriais, as amostras com valores discrepantes (outliers) identificadas no grafico de
controle de T2 de Hotelling sdo removidas uma de cada vez, para evitar influéncias
espurias no modelo.”® Os pesos fatoriais (factor loadings), analogos aos coeficientes
de correlacéo, elevados ao quadrado indicam a quantidade da variancia explicada.
Isto €, quanto uma variavel contribui para a respectiva componente principal,
oferecendo uma estrutura clara da contribuicdo de cada variavel no conjunto de
dados. Um sinal positivo implica que a variavel e a componente principal estao
positivamente relacionadas, movendo-se na mesma dire¢do. Por outro lado, um sinal
negativo indica uma relagao inversa, em que um aumento ocorre a medida em que o
outro diminui. No modelo matematico da PCA, os pesos fatoriais estdo conectados
aos autovetores da matriz de covariancia ou correlagdo dos dados.®

A analise discriminante linear (Linear Discriminant Analysis, LDA), proposta
por Fisher em 1936, utiliza a distdncia de Mahalanobis entre as amostras de cada
classe.”®’” O método emprega a matriz de varidncia e covariancia agrupada no
calculo da distancia, ponderando-a entre uma amostra de teste e um centroide de
classe de acordo com a variancia global de cada variavel espectral. Esse
procedimento € especialmente util quando as classes tém estruturas de variancia
semelhantes ou quando o tamanho da amostra é pequeno.”” A LDA é um método
paramétrico. Embora os dados espectrais geralmente ndo sigam uma distribuigao
normal, a LDA ¢é robusta para tratar estatisticamente os dados gerados pela
espectroscopia. Os problemas relacionados a natureza dos dados podem ser
resolvidos pela aplicagao da técnica da PCA antes da LDA, como no algoritmo PCA-
LDA, onde a LDA ¢é aplicada aos escores da PCA.”®

O algoritmo combinado PCA-LDA é comumente usado em estudos de
diagnostico de cancer. Ambas as técnicas sdo modelos lineares e supervisionados
que geram novas variaveis chamadas fatores que sdo combinagdes lineares da soma
do peso dos comprimentos de onda.”® A PCA é inicialmente utilizada para reduzir a
dimensao dos dados, preservando o maximo de variancia explicada. O algoritmo PCA-
LDA apresenta a vantagem de construir um modelo preditivo que pode ser utilizado
para classificagcdo de dados de varios grupos, reduzindo um conjunto de dados
especifico, embora demandando um método para calcular o nimero 6timo das

componentes principais.®®
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A analise discriminante quadratica (QDA) consiste em um algoritmo
classificador, paramétrico, nao linear, que assume classes de diferentes estruturas de
variancia. A QDA usa as matrizes de variancia-covariancia intraclasses para o calculo.
O algoritmo assume que as variancias intraclasses s&o menores que as variancias
interclasses.””

Ja o algoritmo das projecbes sucessivas (Sucessive Projections Algorithm,
SPA) é uma técnica progressiva de selegdo de variaveis, formando subconjuntos.”
Comeca com um comprimento de onda, ao qual é adicionado um novo comprimento
de onda a cada interagao, até que um numero 6timo de comprimentos de onda seja
atingido com a maxima diminuigdo da multicolinearidade.® Dessa forma, cada variavel
que representa um vetor durante a SPA possui uma projegdo em um espago
ortogonal. As variaveis com as maiores proje¢des e menor colinearidade s&o
selecionadas.®’ Porém, o SPA pode selecionar varidveis com ruidos, por
apresentarem uma correlacdo fraca, podendo resultar em um modelo com
capacidades preditivas inadequadas. Entretanto, os picos nao alteram
significativamente quando uma pré-selegao ocorre. Diferentemente da PCA, o SPA
nao modifica o espago de dados originais. Para solugao de problemas de classificagao
o SPA tem sido associado a LDA (SPA-LDA), uma vez que ambas se propdem a
solucionar problemas de classificagdo.”

O algoritmo genético (Genetic Algorithm, GA), desenvolvido por John Holland
em 1960,82 é uma técnica inspirada na teoria da evolugédo de Darwin. Nessa analogia,
cada individuo representa uma possivel solugdo, enquanto as variaveis assumem o
papel de “genes” que formam um “cromossomo”. Esse cromossomo € avaliado quanto
a sua viabilidade, essencialmente quanto a sua capacidade de gerar previsdes 6timas.
O algoritmo abrange varias etapas fundamentais: avaliagao, sele¢ao, recombinagao,
mutacgao e reinsergdo compondo uma simulagéo do conceito de mutagéo genética.??
Os cromossomos representam subconjuntos de variaveis. No processo de selecio,
cada variavel é avaliada por meio de uma funcdo matematica, chamada de fungao de
aptidao, que determinara se uma variavel de maior valor sera copiada e a de menor
valor sera eliminada. Apds a etapa de selecao, operadores genéticos sdo aplicados
probabilisticamente. No momento da mutagcdo, uma variavel néo selecionada pode
tornar-se selecionada e vice-versa e na etapa de cruzamento ocorrem novas

combinagdes. No final o subconjunto com melhores variaveis é selecionado.%6.7°
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Semelhante a SPA, o GA também nao modifica o espacgo dos dados originais.
E um método robusto, para a reducdo da dimensionalidade, com a capacidade de
encontrar as variaveis que contribuem mais para o desenvolvimento dos modelos. O
GA pode ser aplicado em modelos de regressédo, desempenhando o papel de selegéo
de variaveis. Além disso, pode ser utilizado como uma ferramenta para a selegcao de
variaveis para classificagdo com a LDA, conhecida como GA-LDA %68 Ademais, o
LDA melhora o resultado quando opera em conjunto com outras técnicas que reduzem

o tamanho dos dados.8°
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3MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo caso-controle de acuracia diagndstica da espectroscopia vibracional

para o diagndstico do cancer de endométrio.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob o parecer n. 5.189.427, em
29 de dezembro de 2021, CAAE - 53034321.0.0000.0121 (Anexo A).

ApOs a aprovagao, as participantes que concordaram em participar do estudo
foram informadas sobre os objetivos da pesquisa e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) em obediéncia a Resolugdo CNS n. 466/12
(Apéndice A).

3.3 LOCAL DO ESTUDO

Os dados foram coletados no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani
de Sao Thiago (HU/EBSERH-UFSC) e as analises espectroscépicas foram analisadas
no Instituto de Quimica, no Departamento de Quimica Inorgénica e no Instituto de
Fisica da Universidade Federal do Rio grande do Sul (UFRGS).

3.4 PARTICIPANTES

O estudo incluiu uma amostra consecutiva de pacientes encaminhadas para
tratamento cirurgico de cancer de endométrio, para a ressecao histeroscopica de
polipo endometrial e para histerectomia por prolapso uterino.

As pacientes foram convidadas pela autora principal para participar do estudo
no dia da admissdo para a realizacdo de seus respectivos procedimentos. As
pacientes que concordaram em participar do estudo, segundo o TCLE, foram incluidas
na amostra do estudo.

A coleta foi realizada no periodo entre fevereiro de 2022 a setembro de 2023.



38

3.4.1 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusao foram: pacientes pds-menopausa, com idade superior
ou igual a 55 anos.

Nao foram incluidas as pacientes que realizaram tratamento clinico, cirurgico,
radioterapico ou quimioterapico para neoplasia endometrial ou outros tumores nos
ultimos 10 anos; aquelas que realizaram transfusdo sanguinea preévia; e pacientes

imunossuprimidas.

3.4.1.1 Critério de inclusdo e exclusdo para o grupo neoplasia

O grupo foi composto por mulheres que apresentavam diagnostico
confirmado, por estudo histopatolégico, de CE ou HA/NIE. Foi reavaliada a
histopatologia da pega cirurgica de cada participante. Caso n&o confirmada a leséo, a

paciente foi excluida do estudo.

3.4.1.2 Critério de inclusdo e exclusdo para o grupo polipo endometrial

Mulheres com presencga de pdélipo endometrial na avaliacdo histeroscépica e
bidpsia da lesao, foram incluidas neste grupo. Apds a ressegao do polipo, a amostra
foi analisada por estudo histopatologico. No caso de diagndstico de NIE ou CE, a

paciente foi alocada no grupo neoplasia.

3.4.1.3 Critérios de incluséo e exclusdo do grupo controle

Participantes do ambulatério de uroginecologia do HU/EBSERH-UFSC com
indicacdo de histerectomia por prolapso genital. As pacientes estavam na pos-
menopausa e nao apresentavam sangramento uterino anormal. Todas realizaram
USGTV com eco endometrial menor ou igual a 4mm e a histologia das pecas

cirurgicas confirmaram atrofia endometrial.

3.4.2 Critérios de exclusao
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Foram excluidas as participantes que apresentaram as seguintes alteracdes
no estudo anatomopatologico: presenga de outros tumores, como cervicais e
ovarianos, diagnosticados na analise histopatologica da pega cirurgica; diagnéstico
prévio de HA/NIE com a lesdo totalmente ressecada no procedimento cirurgico prévio,
nao sendo possivel confirmar no estudo histopatolégico do utero na época da coleta

da amostra sanguinea.

3.5 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

O calculo do tamanho amostral foi realizado para a comparagcdo de duas
amostras (casos e controles), considerando um risco relativo de 7,93,” um erro tipo |
de 5% e um poder de 80%. Com base nesses critérios, a amostra estabelecida foi de

17 individuos em cada grupo.

3.6 QUESTIONARIO

As participantes responderam a um questionario durante uma entrevista
presencial conduzida por um médico do Servico de Ginecologia do HU/EBSERH-
UFSC (Apéndice B). O questionario incluiu dados demograficos, caracteristicas do
sangramento e fatores de risco e protecéo para o CE: idade, IMC, idade da menarca
€ menopausa, hipertensao arterial sistémica (HAS), DM, dislipidemia, tabagismo, uso
de terapia hormonal (estrogénio, progestageno e formulagdes combinadas) e historico

familiar de cancer.

3.7 TESTE DE REFERENCIA

O teste de referéncia utilizado foi o estudo histopatolégico do endométrio.

3.8 TESTE DE INDICE

3.8.1 Coleta de sangue e analise por espectroscopia vibracional

Duas amostras de 8 mililitros (mL) de sangue foram coletadas por pungéo de

veia em membro superior em tubos contendo o anticoagulante acido
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etilenodiaminotetracético (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA). As amostras foram
coletadas antes da indugcdo anestésica e imediatamente centrifugadas a 2000
rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos. O plasma foi dividido em 10 aliquotas de
1mL e armazenado em 10 tubos Eppendorf® (aproximadamente 1 mL cada tubo). As
amostras foram mantidas a menos 80°C até a analise. Os tubos foram transportados
para o Instituto de Quimica da UFRGS por empresa especializada em transporte de

material biolégico a fim de manter a temperatura estavel até a analise.

3.8.2 Analise espectral por ATR-FTIR

Os dados espectrais foram coletados com um espectrofotdmetro modelo Cary
630 FTIR, equipado com uma célula de ATR com cristal de diamante da Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, EUA) e laser de hélio/neénio. As amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente por 30-40 min antes do inicio dos testes. Os
espectros foram gerados em uma faixa entre 800 e 1900 cm-!, com uma resolugao de
4 cm'e 16 varreduras. Apos a aquisigdo de um lote de amostras, o cristal de diamante
foi limpo usando hexano e acido propilico, e, em seguida, seco. Além disso, um
espectro de fundo foi obtido apds a analise de cada amostra para levar em conta

quaisquer mudancas nas condigbes de fundo.%®

3.8.3 Analise espectral Raman

As analises de espectroscopia Raman foram obtidas no LabRAM HR
Evolution (Horiba Scientific). Para a obtengdo dos espectros uma aliquota de 50
microlitro (uL) da amostra foi depositada sobre papel aluminio e as analises foram
obtidas focalizando a objetiva sobre a gota. Foi utilizada uma lente objetiva 10x com
abertura numérica 0,25 e fonte de excitagdo 532 nm (poténcia na amostra de 15 mW).
Os espectros foram obtidos com 2s de aquisi¢cdo e 15 acumulagdes por espectro
obtidos numa faixa de 800 cm" e 1700 cm-', tendo em vista ndo haver sinal Raman
espectral fora desta faixa espectral. Para cada paciente dois espectros foram obtidos

em diferentes aliquotas da amostra.®?

3.9 ANALISE ESTATISTICA
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3.9.1 Variaveis demograficas

Foram realizadas estatisticas descritivas para sumarizar as variaveis das

caracteristicas epidemiologicas das pacientes.

3.9.2 Processamento de dados e analise multivariada dos dados experimentais

Os calculos quimiométricos foram realizados no ambiente MATLAB® versao
7.1.0 (The MathWorks Inc., MA, EUA). Os modelos de classificacdo LDA, com selegao
de variaveis através do algoritmo GA, foram desenvolvidos usando a VS TOOLBOX,
uma caixa de ferramentas caseira desenvolvida pelo grupo do Instituto de Quimica da
UFRGS.# A divisdo das amostras para a construgdo dos modelos foi realizada pelo
algoritmo Kennard—-Stone.8 As amostras foram selecionadas para o conjunto de
treinamento (10 controles, 12 neoplasias e 16 pdlipos endometriais) e 18 amostras
foram selecionadas para o conjunto de teste (5 controles, 6 neoplasias e 7 polipos
endometriais).

Para construir os modelos LDA, os dados foram centralizados pela média. A
centralizagdo pela média envolve subtrair o espectro médio de cada espectro
individual, resultando em espectros centrados em torno de zero. A centralizagao pela
média ajuda a remover deslocamentos de base e a focar nas variagdes dos dados.

Os modelos LDA para discriminagdo e selecdo das variaveis mais
significativas foram realizados pelo algoritmo GA. As configuracdes utilizadas para
construir os diferentes modelos GA-LDA foram as seguintes: populagao de 100, 150
e 200; numero de geragdes de 200, 300 e 400; taxa de mutagdo de 10%; numero

maximo de variaveis selecionadas de 10; e taxa de cruzamento de 60%.

3.9.3 Métodos empregados nas analises Raman

Para agrupar os diferentes grupos de amostras, foi usado o HCA. O PCA foi
utilizado para plotar as amostras e avaliar visualmente as diferengas e semelhangas

entre os grupos.
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Para a aplicacdo do DD-SIMCA, os dados espectrais previamente tratados
foram divididos em conjuntos de treinamento e teste utilizando o algoritmo Kennard-

Stone.88 O modelo DD-SIMCA, construido utilizando toolbox em ambiente MATLAB.87
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4RESULTADOS

4.1 DESCRIGCAO DA AMOSTRA

Figura 5 — Fluxograma do estudo

58 particiapantes
elegiveis

—

02
excluidas

56 pacientes
incluidas

Grupo Grupo Grupo
neoplasia polipo controle
n=18 n=23 n=15

—— e T

FTIR Raman FTIR Raman FTIR Raman
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Fonte: autora, 2024.
Nota: FTIR: espectroscopia no FTIR; Raman: espectroscopia Raman.

Foram excluidas duas pacientes com diagnéstico de HA/NIE no procedimento

prévio e que o diagndstico nao foi confirmado na pega da histerectomia.

4.2 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Analise descritiva do perfil epidemioldgico das participantes esta demonstrada

na Tabela 1.



Tabela 1 — Perfil epidemiolégico das participantes

Grupo
Neoplasia Controle Pdlipo
(n=18) (n=15) (n=23)

Idade (anos)? 65,9 (5,7) 66,3 (5,1) 65,8 (5,2)
|dade da menarca 12,0 (11,0-13,8) 12,0(11,0-13,5) 13,0 (12,0 - 14,3)
(anos)P
Idade da 50,5 (45,5-53,0) 50,0 (46,5-50,5) 50,0 (48,8 -52,0)
menopausa
(anos)P
Escolaridade 4,0 (4,0-9,5) 6,5 (4,0 —10,3) 8,0 (4,0-9,5)

(anos de estudo)?

IMC (Kg/m2) 34,4 (30,7 —40,0) 30,1 (26,9—33,3) 31,2 (26,4 —35,8)

n (%)
IMC Classes
Eutrofia 1(1,7) 3(54) 2 (3,6)
Pré-obesidade 3(54) 4(7,1) 8 (14,3)
Obesidade
6 (10,7) 6 (10,7) 7 (12,5)
classe 1
Obesidade
3(5,4) 2 (3,6) 4(7,1)
classe 2
Obesidade
5(8,9) 0 (0,0) 2 (3,6)
classe 3
Cor
Preta 5(8,9) 1(1,8) 0 (0,0)
Branca 12 (21,4) 12 (21,4) 20 (35,7)
Parda 1(1,8) 2 (3,6) 3(5,4)
Comorbidades
HAS
Sim 13 (23,2) 7 (12,5) 22 (39,3)
Nao 5(8,9) 8 (14,3 1(1,8)
DM
Sim 7(12,5) 2 (3,6) 9 (16,1)
Nao 11 (19,6) 13 (23,2) 14 (25,0)

Tabagismo




45

Sim 2 (3,6) 5 (8,9) 2 (3,6)
N&o 16 (28,6) 10 (17,9) 21 (37,5)

Fonte: elaborada pela autora, 2024.

Nota: avalores expressos em média e desvio padrdo; bvalores expressos em mediana e intervalo
interquartil (P2s.75).

Abreviaturas: IMC = indice de massa corporal; HAS = hipertensao arterial sistémica; DM = diabetes
mellitus.

As caracteristicas do sangramento uterino pés-menopausa das participantes

estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas do sangramento pés-menopausa

Sangramento pos- Neoplasia Pélipo Controle
menopausa (n=18) (n =23) (n=15)
Recorrente 18 (32,1) 13 (23,2) 0 (0,0)
Unico 0 (0,0) 10 (17,9) 0 (0,0)
Sem sangramento 0 (0,0) 0(0,0) 15 (26,8)

Fonte: elaborada pela autora, 2024.
Nota: valores expressos em frequéncia absoluta e relativa.

A analise descritiva dos achados histopatoldgicos das pecgas cirurgicas das

participantes com neoplasia endometrial € demonstrada na Tabela 3.



46

Tabela 3 — Tipos histologicos das neoplasias endometriais

Histologia* n (%)
Endometrioide baixo grau 11(61,1)
Endometrioide de alto grau 4 (22,2)
Carcinoma seroso 1(5,5)
HA/NIE 2(11,1)
Grau (tumoral)*

Graus 1 ou 2 11 (61,1)
Grau 3* 5 (27,8)
NA 2 (16,6)
Estadio

1A 7 (38,9)
IB 3(16,6)
1B 1(5,5)
A 2(11,1)
1B 2(11,1)
IVB 1(5,5)
N&o aplicavel 2(11,1)

Fonte: elaborada pela autora, 2024.

Nota: valores expressos em frequéncia absoluta (n) e relativa (%).

* Grau lll: Carcinoma endometrioide grau 3 e carcinoma seroso.

Abreviaturas: HA = hiperplasia atipica; NIE = neoplasia intraepitelial endometrial; NA = nao aplicavel.

Os dados sobre o histérico familiar de outras neoplasias sado visualizados na
Tabela 4.
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Tabela 4 — Histérico familiar de neoplasias

Variaveis Grupo
Neoplasia Pélipo Controle
(n=18) (n =23) (n=15)
CA Mama
Sim 4(7,1) 2 (3,6) 2 (3,6)
Nao 14 (25,0) 21 (37,5) 13 (23,2)
CA Rim
Sim 2 (3,6) 0 (0,0) 1(1,7)
Nao 16 (28,6) 23 (41,1) 14 (25,0)
CA Estémago
Sim 2 (3,5) 1(1,8) 1(1,8)
Nao 16 (28,6) 22 (39,3) 14 (25,0)
CA Intestino
Sim 2 (3,6) 5(8,9) 0 (0,0)
Nao 16 (28,6) 18 (32,1) 15 (26,8)
CA Endométrio
Sim 0 (0,0) 3(54) 0 (0,0)
Nao 18 (32,1) 20 (35,7) 15 (26,8)

Fonte: elaborada pela autora, 2024.
Nota: valores expressos em frequéncia absoluta e relativa.
Abreviatura: CA = Céncer.

4.3 AAPLICACAO DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO E GA-DLANO
DIAGNOSTICO DO CE.

O estudo utilizou a técnica da espectroscopia FTIR para examinar e
diferenciar as variagdes espectrais entre as trés classes de amostras.

A Figura 6 apresenta os espectros infravermelhos médios correspondentes a
cada grupo de amostras (A) e o conjunto de espectro sem tratamento (B). A Figura 6
também apresenta de modo geral as atribui¢gdes por faixa espectral esperadas para
as amostras analisadas. A faixa espectral de 1300 a 900 cm™' corresponde as
oscilagbes de grupos funcionais como PO27, CH2, C-O e C-C, presentes em proteinas,

lipidios, acidos nucleicos e carboidratos. Ja a faixa espectral entre 1800 e 1500 cm’
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inclui a amida I, amida Il e lipidios, fornecendo principalmente informagdes sobre o

conteudo proteico e suas estruturas secundarias, conforme a Figura 6 B.

Figura 6 — Espectros FTIR e atribuigdes gerais do pico biomolecular
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Fonte: autora, 2024.
Abreviaturas: FTIR = infravermelho por transformada de Fourier.
Nota: A = espectros médios; B = espectros brutos.

Tanto o grupo controle quanto o grupo CE exibem alteragdes semelhantes
dentro de uma faixa compartilhada em seus espectros de IV. As variagdes no espectro
de IV entre os grupos sdo quase idénticas, ndo permitindo discernir diferengas por
uma simples inspecao dos espectros.

O emprego do modelo GA-LDA, melhor modelo selecionado, utilizou os
seguintes parametros: 100 populagdes, 300 geragdes, maximo de 10 variaveis e taxas
de mutacgdes e cruzamento de 10% e 60 %, respectivamente.

O modelo GA-LDA exibe fung¢des discriminantes demonstradas no grafico
(Figura 7). A fungéo discriminante 1 (DF 1) foi a mais importante na separagédo de
classes, com as amostras do controle localizadas na direita (valores DF 1 positivo), as
amostras da neoplasia localizadas na esquerda (valores DF1 negativos) e do pdlipo
endometrial no centro. Quanto a fungéo discriminante 2 (DF 2), as classes controles
e neoplasias estao presentes no topo (valores DF 2 positivo), enquanto a classe pdlipo

esta presente na base (valores DF 2 mais negativo).
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Figura 7 — Grafico de fungao discriminante do modelo GA-LDA
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Abreviaturas: GA = algoritmico genético; LDA = analise discriminante linear; DF = fun¢do discriminante;
Co = controle; Neo = neoplasia; P = pélipo endometrial.

Nota: circulos representam amostras de treinamento; estrelas representam testes.

Quanto as métricas para validagao e validagdo cruzada na construgao do
modelo quando calculadas, os valores de acuracia, sensibilidade e especificidade
foram todos 100%. Para as amostras de teste, o geral da acuracia foi de 91%. A classe
controle apresentou uma sensibilidade e especificidade de 80% e 92%,
respectivamente. A classe neoplasia apresentou uma sensibilidade e especificidade
de 83% e 100%, respectivamente. Enquanto a classe pdlipo endometrial apresentou
uma sensibilidade e especificidade de 100% e 91%, respectivamente.

Na constru¢do do modelo GA-LDA foram selecionadas 8 variaveis (1794,
1542, 1259, 1186, 1061, 948, 912 cm') demonstradas na Figura 8. Conforme
apresentado nos graficos de Fischer, considerando os pesos que estes modos

apresentam na classificagdo de amostras (Figura 9A e 9B), pode-se observar que as
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variaveis 1794, 1259 e 912 cm-! foram responsaveis pela separagido das amostras
dos controles, enquanto as variaveis 1186, 1061 e 948 cm™' foram representativos
para as amostras das neoplasias. As variaveis mais significantes no grupo pdlipo séo
1794, 1259, 1186 e 948 cm™".

Figura 8 — Comprimentos de onda mais relevantes para o modelo GA-LDA.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Abreviaturas: GA= algoritmico genético; LDA=analise discriminante linear.
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Figura 9 — Pesos fatoriais de Fisher (Cargas de Fisher) com a selegdo dos
comprimentos de onda mais relevantes (cm') para o melhor modelo GA-LDA.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Abreviaturas: GA= algoritmico genético; LDA=analise discriminante linear; DF=funcéo discriminante.

Nota: A. Fungao discriminante 1;

B. Funcéo discriminante 2.

Buscando entender a resposta do algoritmo nas classificacées dos grupos

relacionados a composi¢cao quimica das amostras, a Tabela 5 apresenta atribuicbes
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para os modos vibracionais identificados pelo GA-LDA como os mais relevantes para

diferenciar as amostras entre aquelas com e sem cancer.

Tabela 5 — Atribuigcbes das caracteristicas espectrais do FTIR, derivado da literatura.®®

Pico Atribuicoes

912 cm™ Regiao de bandas de estiramento de fosfodiéster (para absorbancias
devido a colageno e glicogénio)

948 cm™" Carotenoides

1061 cm™" Estiramento simétrico de PO2"em acidos nucleicos

1186 cm™ CH2, Desoxirribose

1259 cm™! POz Estiramento assimétrico em acidos nucleicos

1542 cm™! Absorcao de Amida Il (principalmente uma curva de N-H acoplada a
um modo vibracional de estiramento C-N)

1574 cm™ C=N adenina

cm- =C) estiramento dos lipideos
1794 ! (C=C) esti to dos lipid

Fonte: adaptado pela autora, 2024.

4.4 ESTUDO EXPLORATORIO ALIANDO ESPECTROSCOPIA RAMAN E
METODOS QUIMIOMETRICOS NA CLASSIFICAGAO DE CANCER DE

ENDOMETRIO

Os dados obtidos pela espectroscopia Raman foram inicialmente suavizados

com filtro Savitzky-Golay e normalizados por SNV. A Figura 10 apresenta os espectros

Raman suavizados e normalizados das amostras.
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Figura 10 — Espectros Raman suavizados e normalizados das amostras do grupo
controle, polipo endometrial e neoplasia
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Abreviaturas: Co = controle; P = pdlipo; Neo = neoplasia.

A primeira derivada de Savitzky-Golay foi aplicada (polinbmio de 22 ordem,
janela de 13 pontos) e os dados foram posteriormente centrados na média. O espectro

médio das amostras, tratados, podem ser visualizados na Figura 11 (11A e 11B).



54

Figura 11 — Espectros Raman médio das amostras bioldgicas apos a aplicagéo da
primeira derivada de SG (A), e média dos espectros centrados na média (B).
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Abreviaturas: Co = controle; P = pdlipo; Neo = neoplasia.

A Tabela 6 demonstra as correlagdes das atribuicdes das bandas Raman e

seus respectivos modos vibracionais, correlacionando-os aos dados da literatura.8®
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Tabela 6 — Atribuicdes das bandas Raman dos componentes majoritarios do sangue
humano e seus respectivos modos vibracionais.

Numero de Modo Vibracional Componente
onda
1003 Respiracdo do anel aromatico Fenilalanina
1076 Vibracéo (C-0) Acido lactico

CHs rocking, vibragéo (C-O), Lactato,
1124 . R polissacarideos,
estiramento assimétrico (C-O-C)
grupo heme
1170 Estiramento (C-C) Hemoglobina
Rotacao de spin (Fe), B-folha,
1225 vibracao da ligagcao no plano Cm-H Hemoglobina
1248 Amida I Fibrina, Guanina,
Citosina
1340 Ligacao (C-H) Triptofano
1374 Estiramento simétrico (CHs) Grupo heme
1399 Estiramento assimétrico (C=N) Grupo heme
1449 Ligacédo (CH2,CHs) Triptofano
Estiramento e vibragao do anel

1563 pirrélico, vibracao (CpCp) Hemoglobina
1580 Estiramento (C=C) Grupo heme
1583 Ligacao (C-H) Hemoglobina

Fonte: adaptado pela autora, 2024.
Nota: subscritos B, representam os atomos de carbono na posigéo alfa, beta da porfirina.8

Nos resultados da HCA (Figura 12) nota-se a formacdo de dois grupos

principais: o primeiro grupo € formado majoritariamente por amostras do grupo

neoplasia (verde) e grupo pélipo endometrial (azul) e um segundo agrupamento

formado por amostras do grupo controle (vermelho). Ainda assim, observa-se a

presenga do grupo controle, cor vermelha, dispersa entre todos os grupos indicando

que este modelo nao esta conseguindo uma boa classificacao entre as amostras. Para

isto passamos a utilizar a PCA para classificacao inicial dos dados.



Figura 12 — Analise hierarquica de agrupamentos das amostras de plasma.
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Nota: Em vermelho, amostras plasmaticas do grupo controle (vermelho), grupo neoplasia (verde) e o

grupo poli

po endometrial (azul).

Na Analise de Componentes Principais (PCA), as 3 primeiras componentes

principais (PC) explicaram 95,08% da variancia total dos dados. A Figura 13 apresenta

o grafico de escores da PC1 x PC3, no modelo cada ponto corresponde a uma

amostra, ou seja, o espectro médio das trés medidas obtidas. Observa-se que ha uma

tendéncia de separagdo das amostras controle na parte negativa das PC3, com

somente uma amostra (ponto vermelho) no quadrante positivo. As amostras do grupo

neoplasia e polipo endometrial ocupam o quadrante oposto indicando que o modelo

nao foi capaz de distinguir entre as amostras deste grupo.
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Figura 13 — Grafico dos escores PC1 x PC3 para os trés grupos analisados
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Abreviaturas: Co = grupo controle (vermelho); Neo = grupo neoplasia (verde); P = grupo pélipo (azul).

Para a aplicacdo do DD-SIMCA, os dados espectrais previamente tratados
pela PCA foram divididos em conjuntos de treinamento e teste utilizando o algoritmo
Kennard-Stone,? sendo que o conjunto de treinamento possui apenas amostras do
grupo controle (AC). Ja o conjunto de teste apresenta amostras dos demais grupos
(polipo, AP, e neoplasia, AN). A Tabela 7 apresenta o numero de amostras em cada

um dos grupos.

Tabela 7 — Numero de amostras dos conjuntos de treinamento e teste utilizados no
DD-SIMCA.

Controle Pdlipo endometrial Neoplasia Total
(AC) (AP) (AN)
Treinamento 15 - - 15
Teste 5 18 16 39

Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Abreviaturas: AC = amostras controle; AP = amostras pdlipos; NA = amostras neoplasia.
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O modelo DD-SIMCA, construido utilizando toolbox em ambiente MATLAB,
considerando 4 componentes principais esta ilustrado nas Figuras 14 (treinamento) e
15 (teste). Os resultados da classificagdo por DD-SIMCA sao apresentados atraves
da sensibilidade e especificidade.

Tanto para o conjunto de treinamento quanto para o de teste, o modelo
apresentou sensibilidade de 100%, reconhecendo todas as amostras do grupo
controle (AC). Em relagdo a especificidade (Figura 15), observa-se o modelo
classificou os grupos controle (AC) e pdlipo (AP), separando-os do grupo neoplasia
(AN).

Figura 14 — Grafico de aceitagdo do conjunto de treinamento para as amostras
bioldgicas
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Abreviatura: AC = Amostra controle.
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Figura 15 — Grafico de aceitagdo do conjunto de teste para as amostras biolégicas.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Nota: Circulo vermelho - amostras controle; circulo azul: amostras polipo; e circulo verde: amostras
neoplasia.

Abreviaturas: AC: amostra controle; AP: amostra pdlipo endometrial; AN: amostra neoplasia.

Observando os resultados anteriores, o grupo polipo foi retirado do conjunto
de teste para a aplicagdo de um novo modelo de teste utilizando DD-SIMCA,
apresentado na Figura 16. A especificidade do modelo sem as amostras do grupo
polipo (AP) aumentou para de 47,1% para 87,5%, indicando uma melhora na sua

performance.
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Figura 16 — Grafico de aceitagdo do conjunto de teste para a amostra de tecido
bioldgico sem as amostras dos pdlipos.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
Nota: Circulo vermelho - amostras controle; circulo azul: amostras neoplasia.
Abreviaturas: AC = amostra controle; NA = amostra neoplasia.
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5DISCUSSAO

A espectroscopia vibracional aliada a métodos quimiométricos diferenciou o
perfil bioquimico do plasma sanguineo das pacientes com sangramento uterino
anormal com neoplasias, polipos endometriais e controles, abrangendo variaveis e
modos vibracionais atribuidas as proteinas, lipideos, acidos nucleicos e carboidratos,
ao inveés de focar apenas em uma unica proteina como biomarcador.

As caracteristicas clinicas das pacientes e os fatores de risco foram
registradas prospectivamente nos trés grupos, a fim de evitar vieses e assegurar que
as diferencas espectrais fossem atribuidas a neoplasia ou ao pdlipo, e ndo a
associacdes, como obesidade, DM e outros fatores de risco. Sabe-se que as proteinas
e os mediadores inflamatérios desempenham importantes fun¢gdes no organismo,
capazes de sinalizar e potencializar o diagndstico bioquimico de varias doengas.®

O estudo mostrou que a analise por espectroscopia vibracional no IV associada
ao modelo matematico GA-LDA identificou as variaveis espectrais que apresentaram
um alto peso em diferenciar o perfil entre o grupo neoplasia e o controle, com
sensibilidade de 80-83% e especificidade de 92 a 100% na classificagdo do grupo
cancer. Ainda, como observado no grafico de fung¢des discriminantes foi possivel
distinguir efetivamente os grupos tendo o grupo pélipo numa posi¢ao intermediaria
entre os grupos controle e CE. Ao observarmos as variaveis mais relevantes do grupo
polipo, vimos que duas variaveis sdo também representativas do grupo neoplasia,
1186 e 948 cm™, atribuidos a CHz2, desoxirribose, e aos carotenoides. Assim como, as
outras duas sio representativas do grupo controle, 1794 cm' e 1259 cm-', atribuidas
ao estiramento dos lipidios (C=C) e ao estiramento assimétrico em acidos nucleicos
(PO27). Como pressuposto, o pdlipo endometrial apresenta caracteristicas biolégicas
de um estimulo proliferativo, ndo maligno, comum as pacientes com 0os mesmos
fatores de risco.®"

O modo 1794 cm™' caracteristica de v(C=0), relacionada a frequéncia de
estiramento da ligagdo carbono-oxigénio dos lipidios, é representativo dos grupos
controle e pdlipo, mas nao do grupo neoplasia. Alteragées na morfologia dos lipidios
podem ser a causa deste comportamento, sugerindo que as amostras de neoplasia
podem apresentar alguma variagdo morfoldgica. A analise das bandas amida | (1700-
1600 cm'), amida Il (1542 cm™"), diferente da banda amida Ill, 1259 cm! (~1260 cm-

1), parece nao demonstrar diferenga entre os grupos, sugerindo que o comportamento
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das proteinas nao contribuiu para diferencia-los.%>% A heterogeneidade do CE pode
ser a causa desse comportamento, confirmando a complexidade morfolégica e
molecular dos subtipos da doenga.?® Diferentemente, outros estudos que comparam
grupos de canceres mais agressivos, como o estagio IV da neoplasia de mama.% e
do cancer de endométrio de alto grau (tipo 11),°® demonstraram na classe dos
canceres, picos nas bandas Amida | e Il.

Os picos vibracionais em 1259 cm-! (PO2"), estiramento assimétrico de acidos
nucleicos) no grupo controle e 1061 cm™ (PO2’), estiramento simétrico de acidos
nucleicos) no grupo CE, diferenciaram as amostras. A banda Amida Ill, que
geralmente aparece na regiao de 1300-1200 cm™ no espectro de infravermelho, mais
precisamente 1260 cm™', estd associada a modos de vibragdo envolvendo
principalmente deformagdes N-H e alongamentos C-N. Entretanto, o estiramento
assimétrico do grupo fosfato (PO,~) em acidos nucleicos também pode ocorrer nesta
regido, tornando possivel a sobreposigédo de bandas. Donald C. Malins et al.,8 que a
mudanga na vibragdo de alongamento do POz pode ser responsavel por danos ao
DNA no contexto do cadncer de mama. No estudo de Paraskevaidi et al.,®® foi
demonstrado uma diminuigdo do pico de absorbancia nas variaveis de 1080 e 1057
cm', correspondendo ao estiramento do POz simétrico dos &cidos nucleicos,
observado também ao comparar os controles com estagios IA e NIE em estudos
anteriores. Verifica-se uma distingdo entre alongamento simétrico e assimétrico do
PO2 quando se comparam diferentes grupos. As bandas 1261 e 1234 cm’
diferenciaram o estagio | e o NIE do grupo controle, mas ndo diferenciaram o cancer
mais avangado ou mais agressivo, entre os outros tipos histolégicos menos
agressivos.5"9

Quanto a acuracia, sensibilidade e especificidade do modelo a amostra teste
apresentou uma taxa de acuracia global de 91%, exibindo niveis de sensibilidade e
especificidade superiores a 80%. Estes resultados, foram semelhantes ao observado
no estudo que analisou a urina das pacientes com CE pela espectroscopia FTIR
associado ao modelo matematico GA-LDA.% A LDA beneficia as classes que tém
estruturas de varidncia semelhantes, o que geralmente acontece em ambientes
biolégicos complexos, ou quando o tamanho da amostra é limitado. Também, a LDA
melhora os resultados quando associado a uma técnica que reduz o tamanho dos

dados, como o GA.%6
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Durante a fase de teste do modelo na analise Raman, o estudo apresentou
uma baixa especificidade tendo em vista incluir parte do grupo pélipos com o grupo
controle. No entanto, ao retirar o grupo pdlipo a especificidade do modelo aumentou
para 87,5%. Nesta analise, o estudo obteve uma melhor acuracia ao diferenciar os
grupos cancer e o grupo controle, podendo no futuro beneficiar o diagndstico
diferencial de pacientes com CE. Porém, em se tratando da diferenciagao entre CE e
polipo endometrial o modelo ndo foi capaz de realizar esta diferenciagdo. Alguns
motivos podem ser levantados tanto quanto a limitacdo do modelo na classificacao
dos dados de espectros Raman obtidos, quanto a uma natureza mais complexa dos
espectros Raman, que geralmente contém picos amplos devido a um efeito conjunto,
com contribuicdes decorrentes de todas as moléculas presentes na amostra, também
explicando a maior especificidade.>*

Os aspectos positivos deste estudo foram: testar a espectroscopia vibracional
pelos dois métodos mais usados no diagnostico em biofluidos, FTIR e Raman; além
disso, os diagnosticos dos grupos neoplasia e pdlipo foram confirmados pela
histeroscopia e biopsia orientada, seguidas por uma segunda analise histopatoldgica
da peca cirurgica; no grupo controle, todas as histerectomia confirmaram atrofia
endometrial, assim como, nos casos de discordancia histopatoldgica foi solicitada
revisdo de lamina; e por fim, a amostra foi composta por uma corte de pacientes de
risco, todas na pds-menopausa e com pacientes com sangramento pds-menopausa.

Este estudo apresentou algumas limitagdes como: o pequeno numero de
participantes; e ndo avaliar as amostras do tecido endometrial com a espectroscopia
vibracional. Esta ultima fez parte do projeto inicial, porém nao foi possivel viabilizar
devido as dificuldades técnicas. A analise espectroscopica do tecido endometrial
também podera contribuir com o diagnédstico precoce nas pacientes com cancer inicial,
nao invasivo e em pacientes com desejo de gestar, ajudando na ressecéo da area
tecidual afetada pela neoplasia preservando o tecido sadio.

Pesquisas futuras devem levar em consideragdo a concatenacao entre os
dados de espectroscopia no IV e da espectroscopia Raman para aumentar a acuracia
diagnostica do cancer de endométrio. Uma vez que as vibragdes que sao ativas no
Raman, podem néao ser ativas no IV e vice-versa. Essa diferenga na sensibilidade
pode influenciar a capacidade de fornecer informacgbes detalhadas sobre grupos
funcionais e ligagbes das moléculas em uma amostra.®* Devido a baixa prevaléncia

da doenga, estudos multicéntricos sdo necessarios para investigar possiveis
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componentes relacionados as diferentes variaveis da espectroscopia no IV e aos
modos vibracionais da espectroscopia Raman e por fim identificar biomoléculas
associadas ao CE. E importante também destacar que os algoritmos e métodos
quimiométricos geralmente se tornam mais robustos a medida que a quantidade e a
diversidade das informagdes inseridas no modelo aumentam. Isso ocorre porque
esses algoritmos aprendem e se ajustam melhor com o incremento da diversidade das
amostras utilizadas como base para o modelo. Dessa forma, sua aplicagdo em
contextos clinicos pode ser particularmente favorecida, uma vez que o modelo se
tornara mais preciso e confiavel com o tempo, beneficiando-se da ampliagao continua

do banco de dados amostral.
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6 CONCLUSAO

A técnica de FTIR/GA-LDA identificou com alta sensibilidade e especificidade
oito frequéncias vibracionais chaves que podem servir como potenciais
biomarcadores. As frequéncias vibracionais 912, 948, 1061, 1186, 1259 e 1794 cm-’
apresentaram importante papel na diferenciagéo entre os grupos. O modelo forneceu
alta sensibilidade e especificidade.

O estudo prelimitar a partir das analises por espectroscopia Raman, através
do método DD-SIMCA, foi possivel fazer a distingdo entre os grupos neoplasias e
controle, mas nao foi suficiente para uma boa distingao entre os trés grupos quando
juntos. De forma geral, o método proposto € uma alternativa para a triagem de
amostras, visto que ele é bastante sensivel para amostras de neoplasias, embora nao
tenham apresentado a mesma robustez que os modelos utilizados para os espectros
FTIR.

FTIR e Raman apresentam grande potencial na aplicagdo de algoritmos
diagndsticos aliados a pratica clinica, oferecendo um diagnéstico sanguineo, barato e

pouco invasivo para o diagndéstico precoce do CE.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Universidade Federal de Santa Catarina
Programa de Pés-Graduacdo de Ciéncias Médicas

Pesquisa: Estudo de acurdcia diagndstica da espectroscopia vibracional em pacientes com patologia
endometrial

A Sra. estd sendo convidada a participar de uma pesquisa sobre o “Estudo de acuracia
diagnodstica da espectroscopia vibracional em pacientes com patologia endometrial". Esta pesquisa
estd associada ao projeto de doutorado da aluna Ana Rita Peixoto Panazzolo que é médica
ginecologista do Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de S3o Thiago (HU) e aluna do
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Santa Catarina, sob
orientacdo do Prof. Dr. Getulio Rodrigues de Oliveira Filho.

Objetivo e justificativa da pesquisa
Esta pesquisa tem como objetivo avaliar as substancias que compdem o sangue, por meio de

uma técnica chamada espectroscopia vibracional. As substancias do sangue das mulheres com
cancer de endométrio, com lesGes pré-malignas, ou pdlipos uterinos serdo comparadas com as
substancias do sangue das mulheres que ndo apresentam alteracées dentro do Utero.

O motivo que nos levou a esse estudo é o aumento crescente do cancer de endométrio
(camada que reveste o Utero por dentro) no Brasil e no mundo. Atualmente o diagndstico do cancer
de endométrio é realizado através da bidpsia do endométrio guiado ou ndo pela histeroscopia
(exame de endoscopia que avalia o Utero por dentro). A histeroscopia é um exame caro e invasivo e
que apresenta longas filas de espera no Sistema Unico de Satde (SUS). Até o momento, n3o existe
um teste sanguineo eficaz para o diagndstico do cancer de endométrio. Testar uma técnica barata
e menos invasiva por meio da andlise do sangue contribuird para um diagndstico mais rapido e
acessivel.

Procedimentos do estudo e local da pesquisa
A pesquisa serd realizada no HU, no Servico de Tocoginecologia. As mulheres que

comparecerem com diagndstico de cancer de endométrio, lesGes pré-malignas e pdlipos
endometriais serdo convidadas a participar do estudo. Assim como, serdo convidadas as mulheres
sem doencas intrauterinas, que comparecerdo ao HU para realizar a retirada do Utero por prolapso
uterino (quando o Utero estd baixo), ou para realizar histeroscopia e o exame ndo apresentar
anormalidades.

Para o desenvolvimento da pesquisa vocé serd entrevistada pela pesquisadora Ana Rita
Peixoto Panazzolo, sobre seus fatores de risco e de protecdo para o cancer de endométrio. A
entrevista durard em média 10 minutos e as informacgdes coletadas serdo as seguintes:

. Idade, naturalidade, procedéncia, grau de instrugao, cor;
. Numero de filhos (partos, ceséreas e abortos);
. Peso e altura;
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. Data da primeira e da Ultima menstruacao;

. Como era a sua menstruacao;

. Caracteristicas e frequéncia do sangramento pds-menopausa.
. Uso de hormonios ao longo da vida;

. Tabagismo, exercicios fisicos;

. Histérico familiar de canceres.

Também serd colhida uma amostra de sangue da veia do seu braco. A coleta de sangue serd
realizada por um técnico de enfermagem ou do laboratério quando pegarem a sua veia para colocar
o soro, caso vocé for encaminhada para cirurgia de prolapso uterino, ou no momento de fazer a
histeroscopia, na sala de procedimentos. O laboratdério do Hospital Universitario preparard o sangue
para separar as células vermelhas (os globulos vermelhos). O restante do sangue serd armazenado
em pequenos tubos, identificado com um nimero e serd refrigerado em freezer a -80°C até a analise.

Serd usado na pesquisa um pequeno fragmento, de aproximadamente 1 cm de diametro, do
material da bidpsia de endométrio, ou da lesdo intrauterina. Este fragmento ndo interferird no
resultado da sua bidpsia. Caso, os médicos que examinardo o material concluirem que o fragmento
é pequeno para dar o resultado da sua doenca, vocé sera excluido da pesquisa e o material da bidpsia
serd usado somente para o seu diagndstico e ndo para pesquisa.

E importante ressaltar que a entrevista e a bidpsia sdo realizadas rotineiramente em todas as
mulheres que vem ao HU para realizar histeroscopia, assim como, as bidpsias dos Uteros que sdo
retirados nas cirurgias quando o Utero esta baixo, mesmo nao fazendo parte da pesquisa.

Riscos e desconfortos

Durante a entrevista podem ocorrer lembrancas desagradaveis como perdas gestacionais, ou
histéricos de familiares com canceres. Se vocé sentir necessidade de interromper a entrevista, seu
desejo serd prontamente atendido.

Na coleta de sangue podera ocorrer algum desconforto ou podera ficar um pouco roxo o local.
Caso isso aconteca sera colocado uma compressa de gelo e se vocé sentir alguma indisposi¢do vocé
serd atendido por uma equipe médica.

Se apresentar algum problema relacionado a investigacdo de doencas do Utero, como
sangramentos ou infec¢des, vocé sera atendida pela médica pesquisadora, que esta apta a tratar
problemas relacionados a patologias uterinas e a explicar todas as etapas da investigacdao e do
tratamento, esclarecendo que a pesquisa ndo interferird nos resultados da sua investigacdo ou do
seu tratamento. Caso ocorra outros problemas clinicos ou psicoldgicos, vocé sera atendida por uma
equipe médica especializada ou por uma equipe da psicologia do HU.

Os riscos relacionados a pesquisa serdo minimos, mas caso ocorra algum problema clinico, ou
psicoldgico, ou quebra de sigilo, ainda que involuntaria e ndo intencional, vocé serd prontamente
atendida. Os pesquisadores declaram que cumprirdo as exigéncias contidas na Resolucdo CNS
466/2012 (especialmente os itens V.3 e IV.4), que o sigilo/privacidade dos participantes serd
garantido durante todas as etapas da pesquisa, inclusive na divulgacdo dos resultados, que os
participantes terdo direito ao ressarcimento de eventuais despesas e indenizacdes diante de
eventuais danos produzidos pela pesquisa. Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados
em encontros ou revistas cientificas que mostrardo apenas os resultados obtidos como um todo,
sem revelar seu nome, ou qualquer informacdo relacionada a sua privacidade. Os resultados da
pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada.

A sua participacdo na pesquisa é voluntdria e a qualquer momento, vocé tera a liberdade de
retirar seu consentimento informado, sem ter que apresentar qualquer justificativa, e se retirar da
pesquisa sem que haja qualquer prejuizo a sua investigacdo diagndstica e ao tratamento no servico
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de ginecologia do HU. Ressalto que as participantes ndo terdo beneficios sobre as mulheres ndo
participantes, ndo passando na frente na fila de espera da regulacdo do estado de Santa Catarina,
para realizacdo de procedimentos diagndsticos, cirdrgicos e terapéuticos.

A sua participacdo no estudo é isenta de despesas (ndo trard custos) e vocé ndo receberd
nenhum pagamento pela sua participacdo, a legislagdo brasileira ndo permite que vocé tenha
gualquer compensacdo financeira pela sua participacdo em pesquisas, mas vocé sera ressarcido por
despesas previstas ou imprevista comprovadamente decorrentes da pesquisa. Caso vocé tenha
alguma despesa de transporte e alimentagdo por participar da pesquisa, essas despesas serdo
integralmente ressarcidas pelos pesquisadores. E garantido o direito & indenizacdo diante de
eventuais danos decorrentes da pesquisa (Item 1V.3.h, da Resolugdo CNS n° 466 de 2012).
Salientamos que haverd assisténcia integral e gratuita a participante da pesquisa, pelo tempo que
for necessario, tanto devido aos eventuais danos recorrentes de sua participacdo, mesmo que sejam
0s riscos minimos citados anteriormente, como para potenciais questionamentos sobre a pesquisa
em questdo. Durante os procedimentos da pesquisa vocé estarda sempre acompanhada da
pesquisadora Ana Rita Peixoto Panazzolo que lhe prestard toda a assisténcia necessaria, caso tenha
alguma duvida sobre os procedimentos ou projeto. Vocé poderda entrar em contato com a
pesquisadora a qualguer momento.

Beneficios

Os beneficios aos participantes serdo indiretos, auxiliando para que a pesquisa identifique um
perfil metabdlico para o diagndstico do cancer de endométrio, por meio da analise sanguinea,
auxiliando politicas publicas para o diagndstico mais rapido e menos invasivo do cancer de
endométrio, diminuindo as filas de espera para a realizacdo de histeroscopias.

Caso vocé fiqgue com alguma duvida em relacdo ao projeto podera entrar em contato com os
pesquisadores, ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Santa
Catarina/UFSC - CEPSH-UFSC. O CEPSH é um érgdo colegiado interdisciplinar, deliberativo, consultivo
e educativo, vinculado a Universidade Federal de Santa Catarina, mas independente na tomada de
decisGes, criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e
dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Endereco do
CEPSH-UFSC: Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n? 222, sala 401, Trindade,
Floriandpolis/SC, CEP 88.040-400. Contato: (48) 3721-6094, cep.propesq@contato.ufsc.br.

Hordrio de funcionamento do CEPSH-UFSC:

Segunda a sexta-feira, atendimento das 8h as 12h e das 14h as 18h.

Contatos telefonicos dos responsaveis pela pesquisa:
**Prof. Dr. Getulio Rodrigues de Oliveira Filho: (48) 3721-9150
Endereco Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Médicas, Hospital Universitario, HU/UFSC,
Centro de Ciéncias da Saude — CCS, Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, Campus
Universitario, Trindade, Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil, CEP: 88040-970, e-mail
ppgcm@contato.ufsc.br.

Hordrio para contato: 7h — 13h.

** Ana Rita Peixoto Panazzolo: (48) 996164858
Ana Rita Peixoto Panazzolo, com endereco Rua Vereador Osni Ortiga, 2991, casa 12, Lagoa da
Conceicdo, CEP 88062 451, telefone 48 32326187, e-mail anaritapanazzolo@gmail.com

A pesquisadora Ana Rita Peixoto Panazzolo estara disposi¢do para esclarecer quaisquer duvidas,
qualquer dia da semana, 24 horas por dia.
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Este TCLE foi elaborado em duas vias, conforme orientado pela Resolu¢do n2 466/12. As duas
vias deverdo ser assinadas por vocé e pelo pesquisador responsavel, sendo que uma guia devera ser
arquivada pelo pesquisador e a outra via guardada cuidadosamente por vocé, pois € um documento
com informacdes importantes de contato e garante seus direitos como participante da pesquisa.

Li este documento (ou tive este documento lido para mim por uma pessoa de confianca) e
obtive dos pesquisadores todas as informacdes que julguei necessarias para me sentir esclarecido.
Entendo que minha participacdo é totalmente voluntaria e que posso desistir a qualquer momento,
sem qualquer prejuizo na conducdo da investigacdo da minha doenca ou do meu tratamento.

Participante da pesquisa:

Nome (em letra de forma) Assinatura

Floriandpolis, de de

Pesquisadores:

Prof. Dr. Getulio R. de Oliveira Filho Assinatura

Ana Rita Peixoto Panazzolo Assinatura

Floriandépolis, de de
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APENDICE B - Instrumento de Coleta de Dados

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

Instrumento de coleta de dados
Estudo de acuracia diagndstica da espectroscopia vibracional em pacientes com patologia
endometrial

Identificacdao
Casos: N - I -
Controle: Co - H-

NuUmero de prontudrio:

Nome:

Idade: Cor:
Procedéncia: Naturalidade:
Servico de origem:

Escolaridade: Fundamental (  )anos; Médio ( ) anos;

Superior: Completo ( ) Incompleto ( ) anos

Numero de gestacdes: Partos: Cesareas: Abortos:
Caso ndo tenha filhos, Teve dificuldade para engravidar?

Fez algum tratamento para engravidar?

Data da primeira gestacdo ao termo:

Data da ultima gestacdo ao termo:

Menarca:

Como eram seus ciclos menstruais enquanto a Sra. menstruava?

Os Ciclos eram regulares ( ) irregulares ( ) ao longo da vida;

Sua menstruacdo era aumentada? ( ) Sim () Nao

Usou pilula ao longo da sua vida? ( ) Sim ( ) Ndo Lembra o nome?
( )menosde5anos; ( )de5al0anos; ( )maisde 10 anos;

Menopausa:
Apds a menopausa a Sra. apresentou algum sangramento?
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Episédio Unico ou recorrente?
Quando?
Como é o seu sangramento?
No ultimo més quantas vezes vocé sangrou?
No ultimo ano quantas vezes vocé sangrou?
Quanto tempo a Sra. aguardou na fila para investigar o sangramento uterino?
Vocé faz ou fez terapia hormonal apds a menopausa?
Se sim, ha quanto tempo?
Vocé usa tamoxifeno?

Qual é o seu peso? Qual é a sua altura? IMC:
Ha quanto tempo vocé tem este peso?
Ao longo da vida vocé teve alguma dificuldade para perder peso?
Ao longo da vida vc apresentou sobrepeso ou obesidade?
Vocé faz exercicios? Qual o tipo de exercicio?
Quantas vezes por semana?
Vocé fuma? Sim ( ) Ndo ( ) Quantos cigarros por dia?

Vocé tem algum problema de saude?

Quais?

Quais os tipos de medicamentos que vocé usa?

Vocé tem diabetes? Sim ( ) Ndo ( ) Se sim, quais medicamentos vocé usa?

Vocé tem hipertensao? Sim ( ) Ndo ( ) Se sim, quais medicamentos vocé usa?

Apresenta alteracdo de colesterol? Sim ( ) Ndo ( ) - Faz tratamento?
Apresenta alteragdo de triglicerideos? Sim ( ) Ndo ( ) - Faz tratamento?
Vocé ja teve cancer? Qual?

Tem alguém com cancer na familia?
Cancer endométrio:
Antes ou depois dos 50 anos?
Cancer de ovario:
Antes ou depois dos 50 anos?
Cancer de mama:
Antes ou depois dos 50 anos?
Cancer de intestino:
Antes ou depois dos 50 anos?
Cancer de reto:
Antes ou depois dos 50 anos?
Cancer de estomago:
Antes ou depois dos 50 anos?
Cancer do aparelho urinario:
Antes ou depois dos 50 anos?
Outros tipos:



Antes ou depois dos 50 anos?
Sdo parentes de 1 grau?
USG TV:
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Espessamento:
Outros exames:

Estadiamento:
AP:
IHQ: IM () NAO ( )—Resultado:
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ANEXO A — Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

da Universidade Federal de Santa Catarina

UNIVERSIDADE FEDERAL DE . Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de acuracia diagnodstica da espectroscopia vibracional em pacientes com
patologia endometrial

Pesquisador: Getllio Rodrigues de oliveira Filho

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 53034321.0.0000.0121

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5189427

Apresentagdo do Projeto:

As informacoes que seguem & as elencadas nos campos "Objetivo da pesquisa” e "Avaliacao dos riscos e
beneficios” foram retiradas do arquive PBE_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1828221 pdf, de
28/M1/2021, preenchido pelos pesquisadores.

Segundo os pesguisadores:

RESUMO

O cancer de endometrio (CE) e a segunda neoplasia genital mais frequente em mulheres em paises em
desenvolvimento. Nas ultimas decadas, ocorreu um aumento da incidencia no mundo. Nao existe consenso
na literatura de qual & o metodo diagnostico padrao ou protocolo de investigacao mais preciso. Ate o

momento, nao existem testes diagnosticos sanguineos, pouco invasivos, para a deteccao do CE. Objetivo:

Avaliar a acuracia da espectroscopia vibracional no infravermelho por transformacao de Fourier e da
espectroscopia Raman em amostras sanguineas e lecido endometrial para o diagnostico do cancer de
endometrio, da neoplasia intraepitelial endometrial e do polipo endometrial. Participantes e Metodos: Estudo
caso- controle, avaliara 75 pacientes. Amostra consecutiva de mulheres com diagnostico histelogico de
neoplasia endometrial ou polipo endometrial que chegarao aos ambulatorios de histeroscopia, ou oncologia
farao parte do grupo “casos”. A amostra conseculiva de mulheres, sem cancer, que serao submetidas a
cirurgica de

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria |l, R: Desambargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: B8.040-400
UF: 5C Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6004 E-mail: cep propesq@contato.ufscbr
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Continuagio do Parecer: 51808427

prolapso utering ou gue serao submetidas a histeroscopia com diagnostico de atrofia endometrial farao parte
do grupo “controle”. As pacientes serao convidadas a participar da pesquisa e apos concordarem assinarao
um termo de consentimento informado livre & esclarecido (TCLE). As pacientes coletarac uma amostra de
sangue periferico, para realizacac da espectroscopia vibracional por infravermelho & Raman, que serao
comparadas com os resultados da espectroscopia Raman e histologia no tecido endometrial. Os resultados
do grupo casos serao comparados aos resultados do grupo controle. Serac avaliados os dados
demograficos, sensibilidade, especificidade. O teste de Kappa sera utilizado para avaliar o grau de
concordancia da sensibilidade e especificidade entre a espectroscopia vibracional e a histologia. Regressao
logistica para quantificar a contribuicao de cada variavel para a predicao do desfecho.

METODOLOGIA

Aspectos eticos O estudo sera submetido ao Comite de Etica em Pesquisa para Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina. As participantes serao convidadas a fazer parte da pesquisa e
assinarao um termo de consentimento livre & esclarecido.

Desenho do estudo - Estudo caso conlrole para acuracia diagnostica da espectroscopia vibracional no
diagnostico do cancer de endometrio. Farao parte do estudo uma amostra consecutiva de pacientes que ja
apresentam diagnostico de cancer, hiperplasia endometrial e polipo endometrial, grupo dos casos, & uma
amostra consecutiva de pacientes que compoem a lista de espera para cirurgia de prolapso ulering, ou que
apresentam endometrio atrofico na histeroscopia, grupo dos controles. O plasma de todas as participantes
(grupo dos casos e grupo dos controles) sera analisado pela espectroscopia vibracional pelo metodo de
ATR-FTIR & Raman. O espectro de um fragmento de tecido endometrial sera comparado ao espectro do
plasma sanguineo pelo metodo de Raman. Todos os resultados das analises espectrais serao comparados
ao estudo histologico do tecido endometrial, teste referencia. A analise histologica do endometrio sera
analisada por dois patologistas de forma independente. As coletas de tecido endometrial e sangue periferico
serao realizadas no mesmo dia ou em um intervalo de no maximo 60 dias. O periodo do estudo sera de
novembro de 2021 a julho de 2023. Local do estudo: Os dados serao coletados no Hospital Universitario
Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago. Tamanho amostral: O calculo do tamanho amostral realizado
para a comparacao de duas amostras (casos e controles), considerando um risco relative de 7,93, um erro
tipo | de 0,5 & um poder de 0,8 foi de 17 individuos em cada grupo. 5. Populacao do estudo - O estudo
incluira 25 participantes com cancer de endometrio, 25 pacientes com polipo endometrial & 25 participantes
sem cancer de endometrio, conforme os

Enderego: Universidade Federal de Santa Cetarina, Prédio Reitoria |l, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindads CEP: B8.040-400
UF: 5C Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: [48)3721-6004 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc br

Pégina 02 de 07

84



85

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC

Continuacio do Parecer: 5.180.427
criterios de inclusao e exclusao abaixo.
CRITERIOS DE INCLUSAD

(1) Grupo dos Casos : Mulheres acima de 50 anos, pos-menopausa e com diagnostico confirmado de CE ou
polipo endometrial ha menos de 60 dias que chegarao ao Hospital Universitario Professor Polydoro Emani
de Sao Thiago.

(2) Grupo dos Controle: Mulheres acima de 50 anos, pos-menopausa, com indicacao de histerectomia por
prolapso uterino, com endometrio atrofico confirmado no estudo anatomo-patologico. Mulheres acima de 50
anos, pos-menopausa, com diagnostico de atrofia endometrial nas histeroscopias com biopsias.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

(1) Grupo dos Casos:

* Mulheres em uso de terapia hormonal;

* Mulheres em uso tamoxifeno;

* Mulheres com tumores em outros orgaos, mesmo que ja tratadas;

* Mulheres em uso de terapia imunossupressora;
* Mulheres com cancer de colo uterino ou endocervical;

* Mulheres que ja iniciaram o tratamento clinico ou cirurgico para CE.

(2) Grupo dos controles:

* Mulheres em uso de terapia hormonal.

* Mulheres em uso tamoxifeno.

* Mulheres com tumores em outros orgaos, mesmo que ja tratadas.

* Mulheres em uso de terapia imunossupressora.

* Mulheres com polipos endometriais ou outras patologias benignas de endometrio.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Avaliar a acuracia diagnostica da espectroscopia vibracional no diagnestico do cancer de
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Continuacdo do Panecer: 5.180.427
endometrio em pacientes pos-menopausa.

Objetives Secundarios:

- Comparar a acuracia diagnostica da espectroscopia ATR-FTIR & Raman na analise do plasma sanguineo
em pacientes com cancer de endometrio, polipo endometrial e endometrio atrofico (controle).

- Comparar a acuracia diagnostica da espectroscopia Raman no tecido endometrial @ no plasma em
pacientes pos-menopausa com cancer de endometrio, polipo endometrial & endometrio atrofico.

- Avaliar a acuracia diagnostica da espectroscopia ATR-TFIR e Raman nas pacientes com outras lesoes
benignas do endometrio como polipos endometriais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:

RISCOS

Riscos diretos para o voluntario: os riscos sao minimos, podera ocorrer um hematoma no local da coleta de
sangue. Caso isso aconteca voce sera encaminhada para uma sala de procedimentos onde colocaremos
uma compressa de gelo. O seu nome, registro & as informacoes coletadas serao mantidas em sigilo pelos
pesquisadores que realizarao a entrevista em um espaco reservado.

(Obs.: O risco de guebra de sigilo consta do TCLE).

BENEFICIOS

Beneficios sera de auxiliar para que as pesquisas identifiquem um perfil metabolico sanguineo para o
diagnostico do cancer de endometrio, por meio da analise sanguinea, auxiliando politicas publicas para o
diagnostico mais rapido e menos invasivo do cancer de endometrio, diminuindo as filas de espera para a
realizacao de histeroscopias.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Informacoes retiradas primariamente do formulario com informacoes basicas sobre a pesquisa gerado pela
Plataforma Brasil e/ou do projeto de pesquisa e demais documentos postados, conforme lista de
documentos e datas no final deste parecer.

Projeto de pesquisa de Getulio Rodrigues de Oliveira Filho, tendo como assistente de pesquisa Ana
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Rita Peixoto Panazzolo. Em carta resposta, fol esclarecido que a pesquisa esta vinculada a tese de
doutorado do Programa de Pds-Graduagio de Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Santa
Catarina.

Estudo nacional e unicentrico, prospectivo.
Financiamento proprio, no valor de RS 1.877 80.
Pais de origem: Brasil

Numero de participantes no Brasil: 75

Previsao de inicio do estudo (conforme formulario padrao): 31/01/2022
Previsao de termino do estudo: 29/03/2024

Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
A folha de rosto vem assinada pelo pesquisador responsavel e pela Coordenadora do Programa de Pos-
Graduagio de Ciéncias Medicas da UFSC.

Consta carta de anuencia do HU/UFSC/EBSERH assinada pela Gerente de Ensino e Pesquisa, declarando
ciencia do conteudo do projeto e existencia de infraestrutura, autorizando a sua execucao.

Consta projeto de pesquisa.
Constam orcamento  cronograma.

Consta TCLE.

Recomendagbes:

Este CEP aceita documentos assinados escaneados e documentos com assinatura digital sem questionar
ou verificar a sua aulenticidade. |sso pressupoe gue o pesguisador responsavel (ou seu delegado), gue
carregou o documento na Plataforrma Brasil ao fazer o acesso com nome de usuario e senha, responsabiliza
-se pela sua autenticidade e por eventuais consequencias decorrentes dessa siluacao. Recomendamos aos
pesquisadores que, para fins de eventual verificacao, guardem
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em seus arquivos todos os documentos originais assinados manual ou digitalmente.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Da analise das pend&ncias apontadas em parecer anterior:

(1) Em carta-resposta, os pesquisadores esclareceram que a abordagem aos participantes ainda ndo teve
inicio, & apresentaram o cronograma atualizado.

(2) Foi esclarecido tambem que a pesquisa esla vinculada a tese de doutorado de Ana Rita Peixolo
Panazzolo, sob orientagdo do Prof. Dr. Getllio Rodrigues de Oliveira Filhe, & a folha de rosto esta assinada
pela Coordenagio do respectivo programa de pos-graduagio.

{3) O TCLE foi adequado nos pontos solicitados.

(4) Os beneficios as participantes foram adequados no TCLE.

(5) A analise de riscos foi ampliada no TCLE, sendo considerada adequada.

(6) O endereco dos pesquisadores foi detalhado.

(7) O TCLE foi paginado conforme recomendagdo da CONEP.

Tendo sido resolvidas todas as pendéncias, o parecer & pela aprovagao.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugdo 466/12, o CEPSH/UFSC
devera receber, por meio de notificagdo, os relalorios parciais sobre o andamento da pesquisa e o relatdrio
completo ao final do estudo.

Qualquer alteragdo nos documentos apresentados deve ser encaminhada para avaliagdo do CEPSH.
Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e as suas justificativas. Informamos, ainda, que a versio
do TCLE a ser ulilizada devera obrigatoriamente corresponder na integra a versao vigente aprovada.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

89

2

Tipo Documento Arquivo E'nstagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 28/11/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1828221 .pdf 19:18:29
Outros Carla_resposta.docx 28M11/2021 |ANA RITA PEIXOTO| Aceito
18:59:08 JPANAZZOLO

TCLE / Termos de | TCLE_revisado.docx 28M11/2021 |ANA RITA PEIXOTO| Aceito

Assentimento / 18:55:38 |PANAZZOLO

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_FINAL.docx 22M10/2021 |ANA RITA PEIXOTO| Aceito

Brochura 19:10:46 |PANAZZOLO

| or

Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 22M10/2021 |ANA RITA PEIXOTO| Aceito
18:08:58 |PANAZZOLO

Orgamento Orcamento.docx 22102021 |ANA RITAPEIXOTO| Aceito
10:05:54 |PANAZZOLO

Declaragio de declaracao_pesquisadores.pdf 22M0/2021 |ANA RITAPEIXOTO| Aceito

Pesguisadores 10:04:23 |PANAZZOLO

Declaragio de Carta_anuencia.pdf 22102021 |ANA RITAPEIXOTO| Aceito

Instituicao e 19:02:48 |PANAZZOLO

Infraestrutura

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

FLORIANOPOLIS, 29 de Dezembro de 2021
Assinado por:
Nelson Canzian da Silva
(Coordenador(a))
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