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RESUMO

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier de reflexdo total atenuada
(ATR-FTIR) e espectroscopia Raman sdo técnicas variantes da espectroscopia vibracional,
permitem a identificagdo rapida e ndo invasiva, com alta especificidade, livre de reagentes,
baixo custo, volume reduzido de amostras e simples de operar. Essas técnicas permitem obter
informagdes ndo apenas sobre as particulas quimicas por meio da identificagdo de grupos
funcionais, mas também permitem analises qualitativas e quantitativas das substancias quimicas
presentes no material analisado. Ambas as técnicas espectrais tém sido utilizadas no diagnostico
de diversas doengas, por detectar pequenas variagdes no conteido molecular relacionado a
doenga e indicar o potencial do diagnostico precoce. O cancer de mama ¢ a principal causa de
morte entre as mulheres no mundo.Em 2020, entre os canceres mais incidentes em ambos o0s
sexos ¢ idades, o cancer de mama ficou em primeiro lugar com uma estimativa de 2.261.419
novos casos. Para cada ano do triénio 2020-2022, sdo estimados 66.280 novos casos. Este valor
corresponde a um risco estimado de 61.61 casos novos por 100 mil mulheres. O diagnéstico do
cancer de mama compreende quatro técnicas convencionais: histopatologia, mamografia,
ultrassom e ressonancia magnética. Porém, as técnicas disponiveistém suas limitagdes para o
diagnostico precoce do cancer de mama, o alto custo e a falta de indicagao para mulheres jovens.
O objetivo do nosso estudo ¢ analisar técnicas espectroscopicascomparativas em amostras de
soro de pacientes com cancer de mama e doenga benigna da mama. Aplicamos a ferramenta
ATR-FTIR associada ao classificador de anélise discriminante linear (LDA) para identificar
alteragdes no soro de pacientes com tumor maligno e doencga benigna da mama para investigar
seu potencial no diagnéstico de cancer de mama. A classificacdo do espectro infravermelho
sérico por LDA mostrou sensibilidade de 89%, especificidade de 74% e acuracia de 84% entre
tumor maligno e pacientes benignos. A espectroscopia Raman detectou sete bandas espectrais
com potencial e, destas, uma banda na regido do nimero de onda 1083 cm™! na segunda derivada
demonstrou forte correlagdo, com sensibilidade e especificidade de 80,00% e 61,1%,
respectivamente, em comparagdo ao cancerde mama e doenga benigna da mama. Concluimos
que este estudo € o primeiro a caracterizar e usar a analise quimica derivada. Além disso,
demonstrou o possivel uso potencial do biomarcador espectral do ATR-FTIR e do Raman
sorologico. Assim, ATR-FTIR e espectroscopia Raman sdo técnicas promissoras € robustas
para um diagnoéstico precoce e diferenciam a doenga benigna da mama do cancer de mama.

Palavras chave: Cancer de mama, Biomarcador, Espectroscopia, Diagndstico Precoce.



ABSTRACT

Infrared spectroscopy with attenuated total reflection fourier transforms (ATR-FTIR) and
Raman spectroscopy are variant techniques of vibrational spectroscopy, allow rapid and non-
invasive identification, with high specificity, reagent-free, low cost, reduced volume of samples
and simple to operate. These techniques allow obtaining information not only about the
chemical particles through the identification of functional groups, but also allow qualitative and
quantitative analysis of the chemical substances present in the analyzed material. Both spectral
techniques have been used in the diagnosis of several diseases, by detecting small variations in
the molecular content related to the disease and indicating the potential of early diagnosis.
Breast cancer is the leading cause of death among worldwide women. In 2020, among the most
incident cancers in the world, in both sexes and ages, breast cancer ranked first with an
estimated 2,261,419 new cases.For each year of the 2020-2022 triennium, an estimated 66,280
new cases are estimated. This value corresponds to an estimated risk of 61,61 new cases per
100 thousand women. The diagnosis of breast cancer comprises four conventional techniques:
histopathology, mammography, ultrasound and magnetic resonance. However, the available
techniques have their limitations for the early diagnosis of breast cancer, the high cost and no
indication for young women. The aim of our study is to analyze comparative spectroscopic
techniques in the serum samples of patients withbreast cancer and benign breast disease. We
applied the ATR-FTIR tool associated with the linear discriminant analysis (LDA) classifier to
identify changes in the serum of patients with malignant tumors and benign breast disease to
investigate their potential in the diagnosis of breast cancer. Serum infrared spectrum
classification by LDA showed a sensitivity of 89%, specificity of 74% and accuracy of 84%
between malignant tumors and benign patients. Raman spectroscopy detected seven spectral
bands with potential and, of these, a band in the region of the 1083 cm-1 wavenumber in the
second derivative showed a strong correlation, with sensitivity and specificity of 80.00% and
61.1%, respectively, in compared to breast cancer and benign breast disease. We conclude that
this study is the first to characterize and use derived chemical analysis. Furthermore, it
demonstrated the possible potential use of the spectral biomarker of ATR-FTIR and serological
Raman. Thus, ATR-FTIR and Raman spectroscopy are promising and robust techniques for an

early diagnosis and differentiate benign breast disease from breast cancer.

Keywords: Breast cancer, Biomarker, Spectroscopy, Early Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais incidente com a maior taxa de mortalidade
entre as neoplasias que acometem mulheres em todo o mundo (TORRE, 2016), com 2,1 milhdes
de novos casos registrados mundialmente em 2018. A prevaléncia do cancer de mama tem
aumentado ao longo dos anos em todo o mundo (BRAY, 2018; FOROUZANFAR, 2011). Em
2020, entre os canceres mais incidentes, em ambos os sexos € idades, o cancer de mama ficou
em primeiro lugar (2.261.419), seguido pelo cancer de pulmao (2.206.771), célon e reto
(1.931.590) e prostata (1.414.259) (SUNG et al., 2021).

No Brasil, estima-se 66.280 novos casos de cancer de mama em cada ano no triénio
2020-2022; esse valor corresponde a um risco estimado de 61,61 casos novos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2019). Para o desenvolvimento de novas plataformas diagnosticas para cancer
de mama ¢ necessdrio ter uma compreensdo global da fisiologia da glandula mamaria e

alteracdes patofisiologicas relacionadas a esse tipo de cancer.

1.1 Anatomia mamaria feminina e cincer de mama

A glandula mamaria passa por diversas transformagdes de desenvolvimento que se
iniciam na vida intrauterina. Esta glandula sofre modificag¢des durante a puberdade, gravidez e
lactagdo relacionadas ao tamanho, forma e fungdo (JESINGER, 2014; FENG et al., 2018),
reguladas principalmente pela produ¢ao hormonal (LANIGAN et al., 2007).

A compreensdo da anatomia e histologia da mama ¢ fundamental para entender
fatores precursores do cancer de mama. Sdo 6rgdos pares, localizados no torax, por cima dos
musculos grande peitoral, conforme demonstrado na Figura 1. A mama ¢ constituida por uma
auréola, estrutura central da mama e um mamilo. O mamilo (tecido glandular) composto por
um sistema ductal que se estende entre o tecido estromal, formado por tecido adiposo e tecido
conjuntivo fibroso. O tecido glandular apresenta de 15 a 20 lobos, que compreendem 20 a 40
l6bulos (orificios ductais), sao independentes, separados por tecido fibroso, que correspondem
as vias de drenagem das unidades funcionantes, ou seja, os lobos mamarios, que convergem
para o mamilo através do sistema ductal (BORGES, 2015; BERNANDES, 2010).

O sistema ductal ¢ constituido por diversos ductos que drenam os alvéolos se
fundindo para culminar em um ducto principal que se dilata em um ducto lactifero. A dilatagao
destes ductos por meio de exame de imagem (ultrassonografia) ¢ geralmente sugestiva de

patologias como doengas benignas da mama (adenoma intra-ductal, doenga fibrocistica ou
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ectasia ductal), ou malignidade, exceto em lactantes (PANDYA; MOORE, 2011;
HASSIOTOU; GEDDES, 2013).

Figura 1- Estrutura da mama feminina

—Tecido adiposo

— "~ Libulos = —

glandulares
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G Ductos .

lactiferos
Seios

lactiferos

Fonte: Modificado NETTER ( 1995)

O epitélio mamario ¢ constituido por dois principais tipos celulares: basal e luminal,
conforme demonstrado na Figura 2A. O epitélio basal é a camada externa da camada contratil
que circunda a camada luminal e tém propriedades de células musculares lisas pelas células
mioepiteliais. O epitélio luminal é a camada interna, da origem aos ductos, possuem populagdes
celulares determinadas pelos receptores hormonais e contém células epiteliais cuboidais, que
tém o potencial de se diferenciar ainda mais em células secretoras de leite (lactocitos) durante
a lactagao (MACIAS; HINCK, 2012; HASSIOTOU; GEDDES, 2013).

Os mecanismos epigenéticos de regulacdo da expressdo gé€nica realizam um papel
fundamental no desenvolvimento e no processo de diferenciacdo celular, quando ocorrem
alteracdes genéticas e epigenéticas, as vias de sinalizacdo que regulam a proliferagdo, divisdo e
apoptose celular podem ficar desequilibradas e modificar a estrutura normal e o funcionamento
das células da mama, aumentando o potencial destas células em se tornar neoplasicas (FENG
et al.,2018). O cancer de mama ¢ uma doenga clinicamente heterogénea devido a varios fatores
que contribuem para sua carcinogénese, progressao, metastase e reincidéncia (KOH et al,
2014). Dentre esses fatores, podem-se citar niveis de hormodnios endogenos, fatores de
crescimento, oncogenes e genes supressores de tumor, idade, histéria familiar e estilo de vida
(KEEN; DAVIDSON, 2003; SHARMA et al., 2010). O desenvolvimento do cancer de mama
envolve uma sequéncia de estagios clinicos iniciando com carcinoma in situ, progredindo para

lesdo invasiva e podendo culminar em doenga metastitica (GHERSEVICH; CEBALLOS,
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2014). Atualmente as neoplasias malignas da mama podem ser classificadas como:

1

Carcinoma Ductal in situ (CDIS): € o tipo mais comum, corresponde a 90% dos tumores
ndo invasivos, sdo classicamente identificados pela delimitacdo das células malignas nos
ductos e lobulos pela membrana basal, ou seja, ndo apresenta metastase. Sua classificacao
histologica compreende subtipos de baixo grau, grau intermediario e alto grau. Em geral
sdo diagnosticadas em exames de rastreamento quando microcalcificagdes com morfologia
e caracteristicas especificas sdo evidenciadas no exame de mamografia (Figura 1B)
(BORGES, 2015; DUFFY et al.,, 2016; LEE et al., 2012, SHARMA et al., 2010).
Carcinoma Ductal Invasivo (CDI): corresponde a 80% dos tumores invasivos. Origina-se
quando ocorre invasdo do estroma e infiltragdo da membrana basal com a perda de células
mioepiteliais. Destaca-se que pode ser invasivo, no entanto, ndo ¢ obrigatoriamente
metastatico. Como nao possuem critérios definidos para nenhum outro tipo caracteristico de
tumor, também sdo conhecidos como*“‘carcinoma invasivo sem outra especificacdo” (SOE).
Sua classificacao depende da severidade dos niveis de tubulos, o pleomorfismo nuclear € o
indice mitdtico. Nos exames de imagens, o aspecto esta relacionado a nédulos com margens
espiculadas, indistintas, microlobuladas e frequentemente circunscritas (Figura 1C) (
DUFFY et al.,2016; BORGES, 2015; FU et al., 2018; POLYAK, 2007; SHARMA et al.,
2010).

Carcinoma metastatico: € raro, mas de bom prognostico, pode invadir os tecidos adjacentes
e metastizar para outros orgaos, apresenta grande variedade de fendtipos morfologicos e
subtipos histopatoldgicos com caracteristicas clinicas e patologicas distintas. Necessitam
de profissionais bastante treinados para seu diagnostico pela mamografia e ultrassonografia

pois apresentam uma aparéncia indeterminada (SHARMA et al., 2010; POLYAK, 2007).
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Figura 2 — Estrutura da Glandula Mamaria

P {A) Mormal

- Meambrana Bas a

Cadulas Mioepitehiar | Basal]

Cedulos epitelian lyminais

" (B) Carcinoma in situ

(C) Carcinoma Invasivo

(D) Carcinoma Metastatico

(A) Organizagido normal das células; (B) Carcinoma in situ; (C) Carcinoma Invasivo; (D)
Células cancerosas com capacidade metastatica.

Fonte: Modificado de Marshall (2014)

Atualmente o sistema utilizado mundialmente para realizagdao do estadiamento do
cancer de mama ¢ o TNM (tumor primario [T], linfonodos regionais [N], metastases a distdncia
[M]), que foi inicialmente desenvolvido em 1959 pelo American Joint Committee for Cancer
(AJCC). O TNM esta frequentemente passando por atualiza¢des referendadas por um conjunto
especialistas em cancer de mama e representantes da AJCC. Atualmente, os grupos de estagios
sdo 0, IA, IB, ITA, 1IB, IIIA, IIIB, IIIC e IV (GIULIANO et al., 2017).

Resumidamente , a determinagdo de cancer patologico (p) sobre o T compreende:
TX, primario o tumor ndo pode ser avaliado; TO, sem evidéncia de tumor primario; Tis (DCIS),
ductal carcinoma in situ (DCIS); Tis (Paget), doenga de Paget do mamilo ndo associada a
carcinoma invasivo € / ou CDIS no parénquima mamario subjacente; T1, tumor <20mm na
maior dimensdo; T2, tumor> 20mm mas <50mm na maior dimensao; T3, tumor> 50 mm na
maior dimensao; e T4, tumor de qualquer tamanho com extensdo para a parede toracica e / ou
para a pele (ulceragdo ou macroscopica nddulos) (GIULIANO et al., 2017).

Em relagdo a N, existe: NX; linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por
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exemplo, quando estes ndo foram removidos para estudo patoldégico ou removidos
anteriormente); ou NO, sem linfonodo regional metéstase identificado ou células tumorais
isoladas apenas; N1, micro metastases ou metastases em 1-3 linfonodos axilares e/ou linfonodos
mamarios internos clinicamente negativos com micro metastases ou macro metastases por
biopsia de linfonodo sentinela; N2; metastases em 4-9 linfonodos axilares ou mamaria interna
ipsilateral positiva linfonodos por imagem na auséncia de metastases em linfonodos axilares;
N3, metastases em 10 ou mais linfonodos axilares, ou em infra claviculares (nivel III axilar)
linfonodos ou linfonodos mamarios internos ipsilaterais positivos por imagem no presenca de
um ou mais linfonodos axilares positivos de nivel I e II, ou em mais de 3 linfonodos axilares e
micro metdstases ou macro metastases por linfa sentinela biopsia de linfonodo em linfonodos
mamarios internos ipsilaterais clinicamente negativos ou em linfonodos supra claviculares
ipsilaterais (GIULIANO et al., 2017).

As categorias de M incluem: M0, nenhuma evidéncia clinica ou radiografica de
metastases; M1, metastases distantes detectadas por meios clinicos e radiograficos e/ou
metastases histologicamente comprovadas maiores que 0,2 mm (GIULIANO et al., 2017).

No que diz respeito aos tumores de mama, o método semi-quantitativo de graduagao
histologica da malignidade proposto por Bloom e Richardson (1957), posteriormente
modificado por Elston e Ellis, avalia trés fatores: indice mitdtico, polimorfismo nuclear e a
presenc¢a ou nao de formagao tubular. Cada um dos 3 fatores recebe uma pontuacdo de 1 a 3
(sendo 1 o mais proximo do normal). De acordo com a pontuagao combinada do tumor, o tumor
esta incluido em grau 1, grau 2, grau 3. Cancer de mama de alto grau tende a recorréncia e
metastase precoce, enquanto os pacientes com tumores de baixo grau geralmente tém um bom
resultado clinico (VUONG et al., 2014; GIULIANO et al., 2017). As diferentes classificagdes
sdo baseadas na histologia do tumor, sendo os principais: Carcinoma Ductal (/n situ ou
invasivo) e Carcinoma Lobular (invasivo). Além desses tipos mais comuns, ainda podem existir
outros tipos de tumores mais raros, como cancer de mama inflamatorio, carcinoma papilar,
tumor Phyllodes, dentre outros (FENG et al., 2018). Baseados no padrao de expressdo génica
os tumores de mama sdo classificados em 4 subtipos principais, luminail A e B, normal-like,
basal-like e HER-2+ (do inglés human epidermal growth fator receptor-type 2) (PEROU et al.,
2000).

Com a utilizacdo das técnicas moleculares, os processos envolvidos da
carcinogénese tém sido esclarecidos tais como: processos bioldgicos, processos patogénicos e
respostas preditoras farmacologicas da intervencao terapéutica. Isso resultou em informagdes

alternativas para auxiliar os oncologistas clinicos, o que pode influenciar diretamente nas
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tomadas de decisdes sobre a terapia mais efetiva utilizando conceitos de medicina personalizada
(ou medicina de precisao). Alguns marcadores moleculares de cancer de mama sdo
reconhecidos com valor progndstico e / ou terapéutico como receptores hormonais (HR),
antigeno Ki-67, oncogene HER2 e proteinas p53 e os genes para cancer de mama relativos a
hereditariedade, tais como, BRCA1 e BRCA2 (HIRATA et al., 2014; VUONG et al., 2014,
MAHDAVI et al., 2018).

O receptor de estrogénio (ER) e o receptor de progesterona (PR) sdo os principais
HR que influenciam no cancer de mama. Estes receptores sdo proteinas expressas no epitélio e
no estroma da mama que podem ser ativados por hormonios circulantes especificos. Fatores de
risco sdo associados a tumores de mama ER + e PR + e podem envolver mecanismos
relacionados a exposicdo aos hormodnios estrogénio e progesterona. HER2 ¢ um receptor
transmembrana de tirosina quinase pertencente a uma familia de crescimento epidérmico e do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). A detecg¢ao de oncogene ERBB2 / HER2
¢ considerada um marcador de mau prognostico (HIRATA et al., 2014; VUONG et al., 2014).

O antigeno Ki-67 ¢ uma proteina de ligagdo ao DNA que ¢ expressa em todos os
vertebrados e € considerado um marcador de proliferagdo utilizado para classificagdo tumoral.
A pontuagdo do Ki-67 ¢é mensurada em cortes histologicos pela metodologia imuno-
histoquimica (IHC) e ¢ definida como a porcentagem de células de carcinoma invasivo coradas.
A proteina tumoral p53 ¢ fundamental para a manuten¢do da integridade do genoma e
homeostase celular normal. Mutagdes no gene TP53 resultam em acimulo de proteina p53
alterada no nucleo, que ¢ detectada pelo método pelo IHC, sendo um indicador de um mau
prognoéstico em condigdes clinicas (HIRATA et al., 2014; VUONG et al., 2014).

A expressdo dos marcadores ER, PR, HER2 e Ki-67 por imunohistoquimica (IHC)
auxiliam a classificacdo do cancer de mama em subtipos luminais. Os tumores luminais
apresentam maior prevaléncia e sdo classificados conforme a expressdo dos receptores
hormonais, expressao de HER-2 e niveis de Ki67. Os tumores luminal A possuem expressao
do ER e PR, auséncia da expressdo de HER-2 e Ki67 <14% e os tumores luminal B (ER- e/ ou
PR-positivo / HER2-negativo / Ki-67 > 14%; ER- e / ou PR-positivo / HER2-positivo / qualquer
Ki-67), HER2-positivo (ER- e PR-negativo / HER2-positivo) (LIN et al., 2015; TOSS;
CRISTOFANILLI, 2015). Os luminais A apresentam um melhor prognéstico em comparacao
com os tumores luminais B (EROLES et al., 2012). Os tumores triplo negativo ou tipo basal
(ER- e PR- / HER2-) (LI et al., 2015; TOSS; CRISTOFANILLI, 2015), representantes
principalmente do basal-like, sdo tumores que apresentam um desenvolvimento mais agressivo,

gerando instabilidade genomica (ARPINO; MILANO; PLACIDO, 2015).
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Os significativos avangos na abordagem do cancer de mama que ocorreram nos
ultimos anos permitiram reducdo significativa de cirurgias mais agressivas e também
permitiram maior eficicia dos tratamentos baseados em conceitos de medicina de precisdao
(SLEDGE, 2014). A escolha do tratamento varia de acordo com as classificagdes supra-citadas,
bem como das condi¢des clinicas da paciente (idade, status menopausal, comorbidades e
escolhas do paciente). As terapias incluem tratamento local tais como cirurgia (além de
reconstru¢ao mamaria) e radioterapia, e sistétmico com quimioterapia € hormonioterapia

(DEPCIUCH et al., 2017; ROZEN et al., 2008).

1.2 Rastreamento do cincer de mama

Uma das prioridades na agenda da Politica Nacional de Satide ¢ uma atencdo
eficiente do cancer de mama, em decorréncia de sua grande magnitude como problema de satde
publica no Brasil. Entre as acdes de atengdo planejadas para o controle do cancer de mama, estéd
a deteccdo precoce, que incide em agdes de rastreamento e diagnostico precoce (GEBRIM,
2016).

As diretrizes para detecgdo precoce do cancer de mama no Brasil foram formadas
a partir da sistematizacdo de evidéncias das pesquisas cientificas, em coeréncia com a Lei n°
12.401/2011, o Decreto n® 7.508/2011 e a Politica Nacional de Gestdo de Tecnologias em
Saude, representando um avango importante na consolidagdo da pratica de elaboracao de
documentos técnicos e de politicas publicas baseadas em evidéncias (BRASIL, 2013;
GEBRIM, 2016).

O rastreamento do cancer de mama tem como objetivo principal estabelecer
precocemente seu diagndstico e aplicar o tratamento adequado de forma célere, contribuindo
significativamente para a reducdo das taxas de mortalidade. A tecnologia vem contribuindo
com as técnicas de diagndstico para a detec¢do do cancer de mama incluindo: mamografia,
ultrassonografia, ressoniancia magnética [MRI], fotoacustica, tomografia por emissdo de
positrons [PET]), elastografia e tomografia de fluorescéncia. Porém, essas técnicas apresentam
limitagdes, podendo apresentar resultados falso-positivos ou falso-negativos. Basicamente, o
diagnoéstico de cancer de mama compreende quatro técnicas convencionais: histopatologia,
mamografia, ultrassonografia e ressonancia magnética (TIRONA, 2013; DEPCIUCH;
KAZNOWSKA et al., 2016; GEBRIM, 2016; COMSTOCK et al., 2020; XIAO et al., 2014).
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A histopatologia ¢ considerada a técnica padrao ouro para realizacdo do diagndstico
do cancer de mama. Os parametros histopatologicos sdo considerados prognosticos classicos,
resultando em uma andlise precisa das caracteristicas morfologicas das células e tecidos
afetados em segdes de tecido através da luz do microscopio. O patologista desempenha um
papel crucial no diagndstico acurado e na subsequente avaliagdo preditiva para nortear
tratamento e decisdes de conduta médica. No entanto, ¢ altamente subjetivo, uma vez que requer
o julgamento de patologistas e também ¢ um procedimento invasivo para o paciente, pois as
amostras dos tecidos sdo obtidas a partir de bidpsia ou cirurgia da mama (DOWSETT et
al.,2000; SIMONOVA; KARAMANCHEVA, 2013; BUNACIU et al., 2015).

A mamografia ¢ a técnica radiografica mais usada para detectar cancer de mama,
realizada com equipamentos de radiodiagnostico. Atualmente, a realizacdo da mamografia
envolve a exposi¢do da mama a um feixe de raios-X, do qual parte ¢ absorvida, parte €
transmitida e parte ¢ espalhada pelo tecido da mama. No entanto, pode apresentar falso positivo
ou resultados negativos, baixa sensibilidade e especificidade. Além disso, existem os riscos
inerentes a inducao de cancer e desconforto a realizagdo da mamografia (FEIG, 2006; LAW et
al., 2007; CHENG et al., 2015; DEPCIUCH, KAZNOWSKA, et al., 2016; PEAIRS et al.,
2017).

A ultrassonografia ¢ um exame de imagem que emprega ondas sonoras de alta
frequéncia. A construcdo da imagem ultrassonogréafica acontece na velocidade em que a onda
sonora se propaga entre os tecidos. Sendo um exame ecografico, a ultrassonografia na paciente
assintomatica pode fornecer suporte ao resultado obtido na mamografia em pacientes com
mamas densas, porém o método de diagnostico ¢ influenciado pela experiéncia do
ultrassonografista, tal como posicionamento adequado da paciente e conhecimento detalhado
da anatomia normal e dos aspectos multiplos da patologia mamaria (MICHELIN et al., 2001).
A ultrassonografia ¢ um método ndo invasivo, apresenta baixa resolugdo e grande margem de
erro pois, frequentemente, ndo permite a localizagdo precisa e alteragdes do tumor (CATARZI
et al., 1992; DEPCIUCH; KAZNOWSKA et al., 2016; PEAIRS et al., 2017).

A ressonancia magnética (RM) ¢ o um método sensivel, ndo invasivo, porém, de
baixa especificidade. E utilizada para realizar a triagem em pacientes de alto risco em conjunto
com a mamografia, permite indicacdes para realizar a avaliacdo pré-operatéria de tumores € a
resposta a quimioterapia coadjuvante. O principio fisico da RM ¢ fundamentado no resultado
da interacdo entre o campo magnético produzido pelo equipamento com os prétons de
hidrogénio do tecido humano. O equipamento encaminha um pulso de radiofrequéncia e a

captura os sinais por uma unidade receptora. Este sinal € codificado, capturado, processado e
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gerado em imagem. Atualmente, a RM ¢ uma das plataformas mais sensiveis para a detec¢do
precoce do cancer de mama (BORGES, 2015; DEPCIUCH; KAZNOWSKA et al., 2016;
PEAIRS et al., 2017).

No entanto, as técnicas disponiveis apresentam limitagdes para o diagnostico
precoce do cancer de mama. Com o aumento da incidéncia mundial e a auséncia de métodos
confidveis e suficientes para a deteccao precoce, demandam de testes diagnodsticos quantitativos
confiaveis, econdmicos, de alto rendimento, menos invasivos, com alta sensibilidade e
especificidade para identificar alteragdes moleculares caracteristicas do cancer de mama.

Desta maneira, novas plataformas de triagem diagnéstica poderdo contribuir
significativamente no desfecho clinico do paciente por meio da identificacdo de estagios
iniciais, reducao da mortalidade, monitoramento do tratamento e identificagdo de grupos de alto
risco (CHENG et al., 2015; HUGHES et al., 2016; FERREIRA et al., 2020).

Portanto, os biomarcadores séricos podem servir como rastreamento sérico rapido
e reduzir significativamente o tempo de diagndstico atual por meio de técnicas
espectrocospicas. O soro sanguineo ¢ um carregador de molécula no corpo, entre elas, estao
aquelas secretadas de diferentes tecidos em resposta a diferentes necessidades fisioldgicas,
disfungdes e estados patologicos (MOTTA, 2003; PSYCHOGIOS, 2011).

Entre as plataformas candidatas estdo a espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia Raman. Ambas s3o técnicas analiticas,
vibracionais, que fornecem efetivamente, de forma nao destrutiva e sem roétulos, informagdes
sobre a estrutura e composi¢ao quimica de materiais biolégicos em nivel molecular. As técnicas
espectroscopicas tem sido utilizadas para detectar varias patologias, durante a progressao da
doenca, metabodlicos tumorais podem ser identificados em diversos materias biologicos
(KENDALL et al., 2009; ZHANG et al., 2011; BUNACIU et al., 2015; VARGAS-OBIETA et
al., 2016; SANTOS et al., 2017; NARGIS et al., 2019; KAR et al., 2019; SITNIKOVA et al.,
2020; ).

1.3 Soro como fluido diagnéstico

O sangue possui uma parte de elementos figurados como os eritrécitos (globulos
vermelhos), leucdcitos (globulos brancos) e as plaquetas (derivados citoplasmaticos dos
megacariocitos) e outra parte liquida designada por plasma, onde os elementos figurados se

encontram suspensos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; HOFFBRAND; MOSS, 2013).
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1.3.1 Plasma

As amostras de materiais biologicos, tais como soro ¢ plasma, analisadas em
diversos estudos epidemioldgicos ou clinicos, sdo extremamente importantes, pois trazem
habitualmente inimeros avangos nas estratégias de combate a doengas, através da analise de
substincias detectaveis que podem ser Uteis na prevenc¢ao ou no tratamento de patologias.

Na coleta de sangue por pungdo venosa, cujo objetivo seja obtengdo de sangue total
ou plasma deve-se empregar um tubo contendo anticoagulante, considerando que este ndo deve
interferir nos analitos quimicos a serem dosados. O plasma pode ser obtido nesse processo apos
coleta de sangue e por centrifugacdo mecanica com a utilizagdo de uma centrifuga para tubos,
quando ocorrera separacao do sobrenadante (plasma) e sedimento (células do sangue) (VIVAS,
2008; MOTTA, 2003).

O plasma ¢ um liquido tecidular constituido em sua maioria por agua (92%) e
contém diversas substancias com pesos moleculares diferentes que perfazem 7% do seu
volume. Os componentes difundidos sdao proteinas plasmaticas, nutrientes, eletrolitos e gases
respiratorios (MESCHER, 2013; MOTTA, 2003). No que se refere as proteinas plasmaticas,
destacam-se a albumina, por estar envolvida na importante regulagdo da pressao osmética do
sangue e por ser a proteina mais abundante no plasma; as imunoglobulinas relacionadas ao
sistema imunitario e os fatores de coagulagdo que exercem um papel determinante no processo
de hemostasia (VERRASTRO; LORENZI; WENDEL NETO, 2005; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2013).

Outro componente muito utilizado ¢ plasma rico em plaquetas (PRP), material de
fonte enddgena de fatores de crescimento, utilizado como tratamento terapéutico inovador no
reparo e regeneracao de diversos tecidos capazes de estimular a angiogénese, diferenciacao e
proliferagao celular (CHOUKROUN et al., 2006; BAIN, 2007). Em processos transfusionais,
o plasma humano também pode ser utilizado como um produto para fins terapéuticos conhecido
como plasma fresco congelado, ou, ainda como material para a produ¢do de produtos

farmacéuticos, conhecidos como derivados de plasma (BURNOUF, 2007; SHAZ et al., 2013).
1.3.2 Soro
Na coleta de sangue por puncdo venosa, cujo objetivo seja obtencdo ndo mais de

sangue total ou plasma, e sim soro, deve ser utilizado um tubo sem aditivo anticoagulante (tubo

seco), considerando assim que o sangue ira coagular dentro do tubo.
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O soro difere do plasma por ndo conter fibrinogénio, proteina consumida
juntamente com os demais fatores da cascata de coagulagdo para formagdao do tampao
hemostatico de fibrina. Na centrifugacdo do sangue total coagulado, separam-se o sedimento
(células do sangue) e sobrenadante (soro) (VIVAS, 2008; VERRASTRO; LORENZI,
WENDEL NETO, 2005).

A coleta de sangue ¢ um dos procedimentos minimamente invasivos mais comuns
na atencdo de saude (WEBSTER, 2009), apresentando algumas vantagens: coleta de forma
comumente utilizada na pratica clinica, facil armazenamento, baixo custo, proporcionando a
seguranga para o profissional e do paciente (VIVAS, 2008). O soro também permite analisar as
alteracdes bioquimicas precocemente nas patologias e oferece uma oportunidade de
desenvolvimento de biomarcadores preditivos (ZHANG; SUN; WANG, 2012). O soro ja foi
descrito como um fluido de alto potencial para diagnodsticos em neoplasias, tais como: cancer
de mama (VARGAS-OBIETA et al.,2016; ELMl et al.,2017; SITNIKOVA, V. E. et al.,2020),
cancer cervical (GONZALEZ-SOLiS et al., 2013); cancer de estomago (TEH, 2010); tumor
cerebral (HANDS et al.,2016).

Contudo, essas vantagens alinhadas as técnicas espectroscopicas podem permitir o
desenvolvimento de novas tecnologias, tais como a espectroscopia de infravermelho ¢ Raman,
que sdo ferramentas promissoras para a implementagcdo de andlises quantitativas em rotinas
clinicas, realizando o diagndstico precoce, com a possibilidade de analise em tempo mais rapido

do que as técnicas correntemente utilizadas por meio do soro do paciente.

1.4 Espectroscopia Raman

A ciéncia que estuda as interagdes da radiagdo eletromagnética com a amostra,
chama- se espectroscopia, tornando-se uma das suas principais finalidades a analises dos niveis
de energia e interagdo dos 4&tomos ou moléculas (SALA, 2008). Na andlise de moléculas, a
regido espectral onde essas transi¢des sao investigadas podem ser: eletronicas, vibracionais ou
rotacionais. Em geral, as transicdes eletronicas encontram-se na regido do ultravioleta ou
visivel, as vibracionais na regido do infravermelho e as rotacionais na regido de microondas
(SALA, 2008; SKOOG, 2007). As diversas regides espectrais exigem espectrometros com
elementos Opticos e eletronicos apropriados. Sendo assim, cada modelo de espectroscopia exige
uma tecnologia propria (NAWROCKA, 2017; SKOOG, 2007).

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica de espalhamento baseada no efeito Raman,

descoberto pelo fisico Chandrase khara Venkata Raman e publicado em 1928. Os efeitos Raman
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caracterizam-se devido a uma alteragdo na frequéncia de uma pequena fracdo da radiagdo
incidente quando esta ¢ espalhada por moléculas (OLIVEIRA, 2009; SKOOG, 2007;
FERRARO, 2003). A espectroscopia Raman ¢ uma técnica Optica utilizada para caracterizagao
de moléculas baseada na dispersao inelastica da luz monocromatica (e.g., laser), que analisa as
interagdes da radiacdo eletromagnética com a amostra analisada, determinando os niveis de
energia vibracionais de 4tomos ou moléculas, como forma de obtencao de informagdes sobre a
estrutura quimica e a forma fisica, identificagao de substancias a partir dos padrdes de espectros
caracteristicos, tais como a impressao digital, e para determinar, quantitativa ou semi-
quantitativamente de uma substancia na amostra estudada (EDWARDS, 2005; SKOOG, 2007;
HERRERO, 2008). A interagdo ocorre desde a absorc¢do, emissdo, ou do espalhamento dos
fotons. Quando ha absorcdo de fotons, a molécula sofre uma modificacdo de seu estado,
eletronico, vibracional ou rotacional (SALA, 2008). Os espectrofotometros detectam este
fendmeno, na regido do ultravioleta ou visivel que causa mudangas do estado eletronico da
molécula e proximo da regido do infravermelho que induz mudangas no estado vibracional ou
rotacional (SKOOG, 2002; SALA, 2008; HOLLER, 2009; SKOOG, 2017).

No momento em que a onda eletromagnética interage com o material, as oOrbitas
eletronicas das moléculas s3o movimentadas periodicamente com a mesma frequéncia do
campo elétrico da onda incidente. Esta oscilagdo eletronica resulta na separagao (distribuicdo)
das cargas dentro das moléculas, o que ¢ descrito como momento de dipolo induzido, assim
ocorrendo interacdo dipolar elétrica entre o momento de dipolo induzido e a radiacao
eletromagnética ocorre o espalhamento da luz incidente (SALA, 1996; SKOOG, 2007).

Como pode-se visualizar na Figura 3 que demonstra um diagrama dos mecanismos
de espalhamento da radiacdo eletromagnética, no espalhamento Rayleigh (a), emprega-se o
principio da conservagao de energia, ou seja, a molécula, depois de excitada, decai emitindo
um foton idéntico ao incidido, o foton € espalhado sem ocorrer alteragdes dos comprimentos de
onda, sendo assim, a energia do féton ¢ a mesma antes e apds sua interacdo com a amostra. No
espalhamento inelastico Raman Stokes (b) um foton de energia excita uma molécula no estado
fundamental e essa passa para um estado intermediario (ou virtual) e em seguida decai para um
estado vibracionalmente excitado de energia v1, emitindo um fé6ton com energia v0 -v1, perdera
a mesma porcao de energia que a molécula adquiriu. Nesse caso, o foton espalhado possui
energia menor que a do incidente. No espalhamento ineldstico Raman anti-Stokes (c), a
molécula ja se encontra em um estado excitado, apos a sua interagdo com o foton ela passa para

um estado virtual e decai até seu estado fundamental emitindo um féton com energia v0O + v1.
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Figura 3 — Diagrama dos mecanismos de Espalhamento da radia¢ao eletromagnética
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(a) espalhamento elastico (Rayleigh), (b) espalhamento inelastico (regido Stokes) e (c¢) espalhamento
inelastico (regido anti Stokes), onde v0 ¢ a frequéncia do foton incidente e v1 € o valor da diferenca de
energia entre o estado fundamental e o excitado (SANTOS et al., 2019).

A espectroscopia Raman ¢ uma ferramenta Optica, quantitativa, rdpida, nado
destrutiva, de alta sensibilidade a pequenas mudancas estruturais € com aplicagdes na
identificacao de “impressoes digitais moleculares”, proporcionando alta precisdo, amplamente
utilizada para investigar a estrutura e propriedades das moléculas, utilizando materias
biodlogicos, tais como tecidos, fluidos e tumores humanos, contribuindo para diversas aplicagdes
médicas e diversas aréas (KUMAMOTO, 2018; HUANG, 2005; DECARLO, 2018;
BUZZINI, 2009). Essa técnica detecta os componentes bioquimicos em uma quantidade muito
pequena de amostra e livre de qualquer reagente. Essas vantagens tornam uma ferramenta
poderosa para analise de diferentes amostras biologicas (ZHANG, 2018).

Uma ampla gama de estudos utilizou a espectroscopia Raman, que se mostrou
promissora a aplicabilidade da técnica para diversas aréas, tais como: biologicas e biomédicas,
Lin et al. (2012) pesquisou diferencas de tumores do tecido de laringe entre o tecido normal e
canceroso da laringe. A técnica tem confirmado varias vantagens, tais como, andlises de
proteinas teciduais, componentes do sangue, tecidos biologicos (ALLAKHVERDIEV et al.,
2009), patologias relacionadas a cornea, arteriais e pesquisas de cancer em tecidos moles da
mama, do colo, da bexiga e outros (ALLAKHVERDIEV et al., 2009). Também ¢ possivel
contribuir para o diagndstico de desordens relacionadas ao cérebro, como doenga de Alzheimer
(PARASKEVAIDI et al., 2018). E, na industria farmacé€utica, estudo realizado para analisar o
controle de qualidade online na fabricagdo de comprimidos farmacéuticos (WILLIAMS;
BONAWI-TAN, 2004). Decarlo (2018) realizou um estudo sobre a mineralogia dos esqueletos
dos corais e Santos (2019) aplicou espectroscopia Raman na caracterizagdo de minerais

pertencentes a uma geocole¢do. Na ciéncia forense, ¢ possivel constatar particulas
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microscopicas de drogas ilicitas em residuos (DAY et al., 2004).

Especificamente para o cancer de mama, ja existem indicagdes para o uso da
espectroscopia Raman como potencial para triagem e diagnéstico do cancer mamario, o que
difere de outros estudos que utilizaram maiores quantidades de amostras e outros materiais,
como tecidos biologicos, plasma e sangue total (HAKA et al., 2009; SYNYTSYA, 2014;
BILAL, 2017; NARGIS, 2019; KOTHARI, 2021).

Durante o desenvolvimento do tumor, os metabodlitos neoplasicos podem ser
identificados na corrente sanguinea, os quais tém o potencial de serem detectados pelas
vibragdes das conexdes nas biomoléculas por meio da espectroscopia Raman; portanto, a
técnica € capaz de fazer o diagndstico do cancer, tornando-se uma ferramenta clinica promissora
para o diagnoéstico do cancer de mama (CALDEIRA, 2006; TEH, 2010). O que contribui para
o diagnostico precoce e com as estratégias de intervencdes terapéuticas precoces que possam

minimizar as morbidades e reduzir a mortalidade.

1.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho ¢ uma plataforma baseada nas vibragdes dos
atomos de uma molécula que utilizam a interacao da radiagao eletromagnética com a matéria
como forma de obtengdo de informagdes sobre a estrutura quimica e a forma fisica da amostra
analisada (STUART, 2005; BARTH, 2007).

A aplicacdo da espectroscopia de infravermelho ¢ empregada no campo biolégico
desde 1950, com anélise da estrutura de polipeptideos e proteinas e, gradativamente foi aplicada
a analise de acidos nucléicos, lipidios e carboidratos (BEEKES et al., 2007). Varias pesquisas
utilizaram a espectroscopia FTIR como uma ferramenta de identificacdo de metabolitos e
bioquimica para deteccdo e diagndstico de diversas patologias, como artrite (ELLIS;
GOODACRE, 2006), cancer, doengas 0sseas, aterosclerose, pedras nos rins e calculos biliares,
diabetes, osteoartrite (KRAFFT et al., 2009). Podendo ser empregada em diversas amostras
bioldgicas, incluindo sangue, saliva, urina, muco vaginal, muco nasal, ldgrimas, leite materno,
tecido, células, cera de ouvido, fezes, unhas, cabelos e sémen (ELKINS, 2011; TREVISAN et
al., 2014). Consequentemente, a espectroscopia de infravermelho apresenta caracteristicas dos
espectros de infravermelho que permitem a identificagao de moléculas biologicas (BEEKES et
al., 2007).

A espectroscopia FTIR utiliza a regido do infravermelho do espectro
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eletromagnético, que corresponde ao comprimento de onda entre 12800 —10 cm™,, 12800 a
4000 cm™, 4000 a 400 cm e 400 a 30 cm™ , conforme Figura 4 (GAFFNEY; MARLEY;
JONES, 2012). A regido espectral do infravermelho médio 4000 a 400 cm™! ¢ onde encontra-se
o maior numero de aplicacdes e a maior parte das pesquisas desenvolvidas com amostras
bioldgicas, uma vez que € nesta regido do infravermelho que os componentes bioquimicos

possuem vibragdes moleculares (KATON, 1994; SMITH, 1999; CHAN; KAZARIAN, 2016).

Figura 4— Representagdo do espectro eletromagnético
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Nas andlises espectroscopicas, o comprimento de onda ¢ a grandeza que representa
a energia e a frequéncia da onda eletromagnética. O comprimento de onda da radiagdo incidente
absorvida ocorre devido as interacdes intermoleculares. Os atomos da molécula ao se
movimentarem, realizam uma variagdo na distribui¢do de carga molecular devido ao momento
dipolo, quando a molécula vibra ou gira, ocorrendo uma modificagdo em seu momento dipolo
com a formag¢do de um campo elétrico que interage com o campo associado a radiacdo. Nesse
momento a molécula torna-se ativa no infravermelho. Estes modos vibracionais podem ser
qualitativamente e quantitativamente mensuraveis. Dessa forma, ¢ possivel relacionar os
grupamentos moleculares com os compostos responsaveis pela absorg¢ao/vibragdo. Devido a
absor¢do do infravermelho, gera um espectro resultante especifico da molécula, descrito como
uma "impressdo digital" infravermelha da amostra (CLEMENS et al., 2014; BUNACIU;
HOANG; ABOUL- ENEIN, 2017).

Atualmente na espectroscopia no infravermelho um dos equipamentos mais usados
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sdo os com transformada de Fourier (FTIR), que apresentam em sua dptica o interferometro de
Michelson, permitindo uma excelente resolucdo e qualidade do espectro promovendo o
aumento do sinal e maior velocidade de varredura e aquisi¢ao dos espectros (AL-SAEED;
KHALIL, 2012). A espectroscopia FTIR fundamenta-se na interferéncia da radiagao entre dois
feixes para originar um interferograma que ¢ um sinal gerado em fung¢do da alteragdo do
comprimento percorrido entre os dois feixes (STUART, 2005). Os componentes bésicos do
interferometro mais comumente utilizado na espectrometria de FTIR, o interferdmetro de
Michelson, um beamsplitter (espelho semi-reflexivo) que separa o feixe de radiacdo
infravermelha em dois segmentos (perpendiculares entre si), sendo uma parte apontada a um
espelho fixo e a outra parte para um espelho moével. Apds ocorrer a reflexdo nos espelhos, os
feixes voltam a se encontrar e atingem o material analisado (STUART, 2005; AL-SAEED;
KHALIL, 2012).

A Figura 5 demonstra esquematicamente o funcionamento da absor¢do no
infravermelho por transformada de Fourier. A radia¢do emitida da fonte ¢ passada através de
um interferdmetro, que atinge um espelho fixo ¢ um movel, e entdo incide na amostra. A
radia¢do ndo absorvida pela amostra incide em um detector fotossensivel que ird amplificar o
sinal, convertendo em um interferograma e transferido para o computador de transformacao de
Fourier, nesse momento ¢ convertido em um escpectro de absor¢do Optica, que demonstra a
intensidade de absor¢ao em funcao do numero de onda (STUART, 2005; BASSAN, 2011;
SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017).

Figura 5— Representacdo de funcionamento de um espectrofotometro FTIR
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Os espectros de FTIR podem ser obtidos principalmente em trés diferentes
configuragdes experimentais: transmissao, transflexao ou reflexao total atenuada (BUNACIU
etal., 2015; LIMA, C. A. et al.,2015). A transmissao opera com radiacdo infravermelho através
do substrato da amostra antes que a radiagdo resultante seja identificada. Os espectros estao
sujeitos a interferéncias de efeitos fisicos que ocorrem durante a analise da amostra (BEASLEY
et al, 2014; CHAN; KAZARIAN, 2013). Por sua vez, a transflexdo detecta a radiacao
infravermelho absorvida depois de ser transmitida através da amostra, refletida pelo substrato
e transmitida de volta através da amostra (BUNACIU et al., 2015; LIMA, C.A. et al., 2015).
Os principios da reflexdo interna total ndo necessitam de substratos especiais e de qualquer
preparacdo da amostra, requer somente que o material a ser estudado seja solido ou liquido,
tornando o método rapido e simples, sendo mais recomendado para processos de diagnosticos
de desordens patologicas (DORLING; BAKER, 2013; TATULIAN, 2003).

Segue o esquema representativo do acessorio ATR na figura 6, a amostra precisa
ser inserida em contato direto com um cristal de diamante, induzindo a reflexdo interna total da
radiacdo incidente, que ¢ atenuada e adentra na amostra como uma onda evanescente
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Esta onda evanescente ¢ entdo modificada e
encaminhada de volta para o detector no espectrometro FTIR, gerando um espectro unico, que
representa o sinal médio da 4rea da amostra pela qual a luz passou (BARTH, 2007; LANE;
SEE, 2012; CLEMENS et al., 2014; BUNACIU et al., 2015; LIMA et al., 2015)

Figura 6— Representagao esquematica do do sistema ATR-FTIR
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A utilizagdo da téncnica de FTIR apresenta varias vantagens em estudos bioldgicos,

diagnostico e monitoramento de diversas patologias, pois permite a identificagao rapida e nao
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invasiva de alteracdes bioquimicas moleculares com alta especificidade, simplicidade em
operar, livre de reagentes, baixo custo, volume reduzido de amostras, permite a utilizacao de
fluidos e tecidos biologicos, método computacional que permite andlises repetitivas e
automatizadas, contribuindo para uma avaliagdo rapida e objetiva do material.

Além disso, permite andlise in vivo, eliminando longos periodos e bidpsias
dolorosas, podendo ser usado durante ou antes da operacdo cirdrgica, tornando-se uma
ferramenta promissora com potencial para fornecer informagdes para diagnodstico prococe e
rastreamento de varias doengas, contribuindo para minimizar as morbidades e reduzir a
mortalidade (SIMONOVA; KARAMANCHEVA, 2013; DEPCIUCH et al., 2016).

E importante ressaltar que na literatura existe uma variedade de estudos biologicos
em que se utilizou a espectroscopia FTIR para fins de diagndstico e monitoramento de
patologias, com alta especificidade e sensibilidade. Dentre as patologias, podemos citar:
diabetes mellitus (CAIXETA et al., 2020), artrite reumatdide (RODRIGUES et al., 2021),
transtorno depressivo maior e transtorno bipolar (DEPCIUCH et al., 2016), e cancer, tais como:
mama (ELMI et al.,2017; FERREIRA et al., 2020; SITNIKOVA et al., 2020), ovario (LIMA,
K. et al., 2015), pulmdo (LEWIS ef al., 2010; SUN et al., 2013), prostata (HUGHES et al.,
2014), cérebro (NOREEN ef al., 2011; NOREEN et al., 2013).

A maioria das pesquisas de espectroscopia FTIR que analisam o cancer de mama
tem usado como amostra bioldgica, tecidos e saliva (FABIAN et al., 2006; MEHROTRA et al.,
2007; DEPCIUCH et al., 2016; VERDONCK et al., 2016; FERREIRA et al., 2020).

Portanto, a associagdo da doenca fisiologica com a atividade fisiologica do soro
sugere a possibilidade do uso do soro como meio de diagnostico, o qual possui uma série de
vantagens bioquimicas e logisticas sobre a anélise de outros fluidos bioldgicos (ZHANG; SUN;
WANG, 2012). O soro ¢ simples, rapido e seguro para coletar; ¢ facil de armazenar; baixo
custo, risco e dor para o paciente; ¢ simples de preparar, envolvendo centrifugacao antes do
armazenamento (VIVAS, 2008).

Levando em conta os dados epidemiologicos preocupantes sobre o cancer de mama
e as limitacdes dos métodos de diagndsticos atuais associados ao potencial da espectroscopia
de infravermelho (IR) como uma técnica ndo invasiva, ndo destrutiva, rapida, livre de reagentes
e alta especificidade para detectar os metabolitos (ZHANG et al., 2010; ELKINS, 2011;
SIMONOVA; KARAMANCHEVA, 2013; DEPCIUCH et al., 2016) e logistica da obten¢do do
soro como fluido bioldgico para o diagndstico de varias doengas, estudos fundamentados nesses

pilares sdo de extremo potencial e importancia.
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A utilizagdo da espectroscopia FTIR na investigagdo de soro de pacientes com
cancer de mama pode ser desde o diagnostico precoce, até o monitoramento da doenga e seu
tratamento pela analise de toda a assinatura bioquimica do material, incluindo proteinas,

lipidios, &cidos nucléicos e carboidratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar biomarcadores soroldgicos para diagndstico precoce do cancer de mama por
espectroscopia de reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-

FTIR) e espectroscopia Raman.

2.2 Objetivos Especificos

Artigo I:

Demonstrar a capacidade da espectroscopia Raman como ferramenta de diagnostico Optico para

o rastreamento do cancer de mama, utilizando soro.

Artigo II:

Demonstrar a capacidade da espectroscopia de reflexdo total atenuada no infravermelho com
transformada de Fourier (ATR-FTIR), aplicado no soro para o diagnostico precoce do cancer

de mama.
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Abstract

Breast cancer is the tumor that most affects women worldwide, becoming a worldwide public
health issue. Therefore, early detection, low-cost and high-sensitivity diagnostic screening
platforms are useful for public health. Raman Spectroscopy is an optical technique that allows
obtaining data about specific molecules in each sample. In this context, Raman presents great
potential in the diagnosis of several pathologies, including breast cancer, by detecting subtle
variations in the molecular content. We applied Raman spectroscopy in the serum of breast
cancer and benign breast disease patients to investigate its potential to discriminate breast
cancer samples. Seven spectral bands with potential were more frequently detected by Raman
and the wavenumber at 1083 cm™ showed sensitivity and specificity of 80.0% and 61.1%,
respectively, when compared breast cancer with benign breast disease patients. We concluded
that Raman vibrational mode at 1083 cm™ could be considered a potential spectral marker of

breast cancer.

Introduction

Cancer is the main global public health problem, ranking 4th among the main causes
of death before 70 years old [1]. The recent estimation of cancer worldwide reported 18
million cases and 9.6 million deaths [2]. Breast cancer is the most incident, prevalent, and with
the highest mortality rate among neoplasms that affect women worldwide [3], with 2.1 million
new cases registered worldwide in 2018 [2]. The prevalence of breast cancer has increased over
the years worldwide [2,4]. Breast cancer is the most commonly diagnosed with an estimated

2.261.419 new cases globally in 2020 [5]. Breast cancer is a complex and heterogeneous
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pathology, in which there are different risk factors involved, such as genetic predisposition,
levels of endogenous hormones, age, family history, inadequate diet, physical inactivity,
alcohol intake, among others [6,7]. A breast cancer cell normally doubles every 100-300 days.
A 1 cm breast cancer performs an average of 30 duplications before reaching this length, it is
estimated that this cancer has, at least, 7 years of evolution [8]. Given such circumstances, early
diagnosis of breast cancer is considered vital due to recent statistics present a five-year survival
rate of 96% for those whose cancer was detected in the early stages, in contrast with reduced
survival rate when breast cancer is detected in the late stages [9].

Screening tests for breast cancer could contribute to early detection of the disease
allowing appropriate treatment. Currently, breast cancer diagnostics are based on
ultrasonography, mammography, magnetic resonance, positron emission tomography, and
histopathological techniques [10]. Although these techniques present adequate accuracy, these
analyses were related to high cost and false-positive or false-negative results [10,11]. Thus,
there is an urgent need to develop novel reliable alternatives for the early detection of breast
cancer, with high accuracy, low cost, and minimally invasive.

Raman is a quantitative and rapid spectroscopy technique that analyzes molecular
vibrations, providing highly sensitive, label-free, low-cost, safety of the patient and provide
detailed molecular information about the structure of biomolecules during the pathological
condition, which provides a unique molecular signature of samples [12,13].

Based on these characteristics, the use of spectroscopic platforms has been used for
the diagnosis of several diseases, including cancer [13]. There are some studies applied to detect
tumor profiles by Raman Spectroscopy [14,15,16,17, 18]. During the development of the tumor,
the neoplastic metabolites can be identified in the bloodstream, which has the potential to be
detected by Raman spectroscopy. Therefore, this platform has the potential to detected cancer

profiles, becoming a promising clinical tool for the diagnosis of breast cancer [19,20]. In this
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study, Raman Spectroscopy was employed to analyze the unique signatures of serum samples
from malignant tumor and benign tumor patients of breast cancer. In this context, we evaluated

Raman Spectroscopy as an optical diagnostic tool for the screening of breast cancer.

Materials and Methods

The research was carried out in the Cancer Hospital at Federal University of
Uberlandia (HC-UFU, Uberlandia, Minas Gerais, Brazil), with approval from the UFU
Research Ethics Committee (protocol number 4.047.065), and following the relevant guidelines
based on the standards of the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained
from all the participants of this study. Exclusion criteria were age below 18 years, primary
tumor site other than the breast, and physical and/or mental inability to respond to the tools
necessary for data collection. The study group included 33 subjects, 15 with confirmed breast
cancer confirmed by clinical, histological, and pathological examination (malignant tumor) and
18 patients with benign breast disease (benign tumor), such as fibroadenomas, fibrocystic
changes, papilloma, and typical or atypical ductal hyperplasia. We used the tumor-node-
metastasis (TNM) cancer classification, which is according to the American Joint Committee
on Cancer (AJCC) and the International Union for Cancer Control (UICC). This classification
evaluates the extent of the primary tumor (T), regional lymph nodes (N), and distant metastases
(M) and provides staging based on T, N, and M [21].

Blood samples were collected between July 2020 and November 2020 of all patients
before routine exams or surgery. The samples remained at room temperature for a maximum of
2h, from blood collection to centrifugation (5000 r.p.m, 10 min). The serum was aliquoted and
stored at -80° C until the analysis was processed [22].

Raman spectra were measured by Raman Spectroscopy LabRAM HR Evolution
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microscope - HORIBA (LabRAM HR Evolution - HORIBA), software HORIBA Scientific's
LabSpec (LabSpec 6 Spectroscopy Suite). The equipment uses a coupled optical microscope,
model: Olympus BX41, and we use the x10Vis lens, with a resolution of 600 gr/mm. Excitation
of Raman scattering was performed by the laser with wavelength 532 nm and maximum power
78 mW. From each sample, 3 pl of serum was used and the spectra were measured in 100 cm™!
and 4000 cm™' wave number region. Two spectra were obtained for each sample and 66 Raman
spectra were collected from all serum samples. The spectral acquisition occurred in 15 minutes
per sample at different points [14].

To determine the differences between the demographic characterization variables
of the breast cancer and benign tumor groups, the Statistical Package of Social Science (SPSS)
software version 26.0.0 was used. The quantitative variables were subjected to the normality
(Kolmogorov-Smirnov) and homoscedasticity (Levene) tests to perform the hypothesis test, and
qualitative variables were compared using Fischer's exact test.

For all spectra acquired, the 100 cm™ and 4000 cm™ wavenumber regions were
selected for analysis. Further analysis was carried out to assess the amplitude of some peaks of
interest in the spectra using the Origin 9.1 software. After the spectral analysis, the amplitude
of peaks was used for the statistical analysis. Values of amplitude at specific peaks were
submitted to the normality test and afterward, Student's t-test was performed. A confidence
interval of 0.95 and P values less than 0.05 were considered statistically significant. Statistical

analyses were carried out using GraphPad Prism version 7 (GraphPad Software, USA).

Results and Discussion

Table 1 shows the demography characterization of patients of both groups. The

mean age of the malignant breast cancer group was 56.57 £ 11.17 (1C95%: 50,12—63,02), and
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102 the benign tumor group was 53.33 £+ 14.61 (IC95%: 46,07—60,60). The age data were similar in
103 both groups (T-test = 0.687; p=0.477). Age is one of the risk factors involved that increase the
104  chance of developing breast cancer in proportion to age. The accumulation of exposures of risk
105  factors over the years and the biological changes of aging contributes to the development of
106  breast cancer (one in fifteen women) [22,23]. The BMI was also similar between the
107  participants of both groups (Test T = -1.580; p = 0.125). The mean of the malignant breast
108  cancer group was 24.05 = 04.78 and the benign tumor group of 27.16 + 5.93. The weight/height
109  ratio indicated that only the benign tumor group was above the body mass index (Table 1).

110

111 Table 1. Evaluation of the mean anthropometric values of patients with malignant tumor (n
112

113 =15) and benign breast tumor (n = 18).
114
115
Anthropometric Malignant Benign Test T p-Value 1C95% 1C95%
measurements tumor tumor . )
patients patients Malignant Benign
tumor tumor
Age 56,57+£11,17  53,33+14,61 0,687 0,497 50,12-63,02  46,07-0,60
Weight (kg) 63,94+11,42  69,12+16,20 -1,005 0,323 57,35-0,54  60,79-7,45
Height (m) 1,63%0,05 1,59+0,09 1,416" 0,169 1,60-1,66 1,54-1,64
Body Mass 24,05+4,78 27,16+5,93 -1,580 0,125 21,30-6,82  24,11-0,21
Index (kg/m?)
116 #T value for equal variances not assumed.
117
118
119 About the races of the participants, in the malignant tumor group: 9 were white

120 (60%), 4 brown (26.6%), 1 black (6.7%), and 01 unreported (6.7%) and in the tumor group
121  benign: 10 were white (55.6%), 07 brown (38.9%) and 01 black (5.9%) (Table 2). The
122 hypothesis test did not show differences in the frequencies of the races between the groups (X?
123 =1.611; p=0.777). In general, the incidence of breast cancer was described as lower in black

124  women than in white women [24].
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125  Table 2. Ratio of patients with malignant tumor (n = 15) and benign tumor (n= 18)

126  onrace, personalhabits and family history of cancer.

127
Variable Description Malignant Benign Total Fischer's p-
of the tumor tumor test Value
variable patients patients
N % n % n %
Race White 9 60 10 55,6 19 59,4 1,611 0,787
Black 1 6,7 1 5.9 2 6,3
Parda 4 26,6 7 38,9 11 344
NR 1 6,7 1
Total 15 100 18 100 33 100
Tabagism Abstain 2 13,33 2 11,1 4 12,5 2,599 0,518
No 12 80 14 77,8 26 81,3
Yes 0 0 2 11,1 2 63
NR 1 6,7 1
Total 15 100 18 100 33 100
Alcohol
consumption Abstain 1 6,7 0 0 1 3,1 3,810 0,629
No 13 86,6 16 88,9 29 90,6
Yes 0 0 1 5,6 1 3,1
Socially 0 0 1 5,6 1 3,1
NR 1 6,7 1
Total 15 100 18 100 33 100
Physical
activity No 11 73,33 12 66,7 23 719 1,701 0,577
Yes 3 20 6 333 9 28,1
NR 1 6,7 1
Total 15 100 18 100 33 100
Family
history of No 13 86,6 15 83,3 28 87,5 1,762 0,454
cancer Yes 1 6,7 3 16,7 4 12,5
NR 1 6,7 1
Total 15 100 18 100 33 100
128
129 The smoking, regular alcohol use, the practice of physical activity, and family

130  history of breast cancer were similar (P > 0.05) in both groups (Table 2). A family history of

131  breast cancer was reported in one patient of malignant tumor (6.7%) and three patients of benign
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tumor (16.7%). Additional patient information of the clinical, hormonal, diagnostic, and therapy
characteristics of patients with a malignant tumor and benign tumor are summarized in
supplementary table (S1).

The representative spectra of serum at patients with malignant tumor and benign
tumor are represented in Figure 1. The main wavelengths detected and their molecular sources
were 1638 cm™! (C=0 stretching vibrations of proteins, amide I, a-helix) [25,26], 1588 cm’!
(C=C of lipids, unsaturated fatty acid) [25,26], 1520 cm™ (B -carotene) [27], 1446 cm™ (CH2
deformation of proteins and lipids) [25,26], 1156 cm™ (C-C polyene chain, B-
carotene)[25,26,28], 1083 cm™! (PO - symmetric of DNA and RNA)[25,27] and 1004 cm™

(amino acids, phenylalanine) [25,27].

20000 —
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16000 4 Benign tumor

= 140004
=, |
@ 12000 -
2 5 =6
E N o o
10000 | \5F AAE st
| X@% At AR
5000 Malignant tumor
6000
T T T T
1800 1600 1400 1200 1000

Wavenumber (cm™)

Fig 1. Raman spectra of serum of malignant tumor and benign tumor patients. Representative original
spectra with the intensity bands of the major functional groups in biomolecules indicated between
wavenumbers 1800 cm™! and 900 cm™ for malignant tumor (red line) and benign tumor (black line).

As is evident from Fig. 1, contributions of proteins, DNA, B-carotene, lipids, and
several amino acids were observed in the representative spectra of malignant tumor and benign
tumor groups. The changes in the intensity of peaks and shifts in the peaks were observed across
the spectra. Among the analyzed peaks intensities, the peak at 1083 cm ™! was reduced (p < 0.05)

in malignant tumor than benign tumor patients (Fig 2A). The ratio between the amplitude of
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1083 cm ™! and 1004 cm ™! were also reduced in malignant tumor than benign tumor patients
(Fig 2B). The ratio between the amplitude of 1083 cm ! and 1446 cm™! was similar (p > 0.05)

(Fig 2C) in both groups.
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Fig 2. Comparison of the amplitude value of the 1083 cm! between malignant tumor and benign tumor
patients. (A) Amplitude spectra of 1083 cm™!. (B) Amplitude spectra of 1083 cm''/1004 c¢cm'. (C)
Amplitude spectra of 1083 cm™'/1446 cm™'. (D) ROC curve analyses of 1083 cm™’. (E) ROC curve
analyses of 1083 cm™ '/1004 c¢cm”', (F) ROC curve analyses of 1083 cm™/1446 cm. Statistically
significant difference is represented by * (P <0.05).

In this study, the most significant difference between the malignant tumor and
benign tumor was the decrease of the PO - symmetric in nucleic acids (1083 cm™), pointing to
an important role of alterations in the secondary structure of DNA in chromatin [25,29].
Symmetric modes of PO - have been attributed to DNA structure [30], and these signals can be
absent in differentiated or metabolically inactive cells [31]. In this context, it was observed a
malignant transformation of the gastric mucosa associated with the symmetrical stretching of
PO2- in nucleic acids that shifted from 1088 cm™ to 1083 cm™ in cancerous tissues [25].

Considering that, sensitivity and specificity are basic characteristics to determine
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the accuracy of a diagnostic test, ROC analysis and the area under the curve were used to
ascertain the potential diagnosis of 1083 cm™ spectral amplitude (Fig 2D-F). The ROC curve
analysis showed a reasonable accuracy of Raman spectroscopy tool to discriminate malignant
tumor and benign tumor patients, with an AUC of 0.722 for 1083 cm™' (Fig 2D) and an AUC
of 0.711 for 1083/1004 cm™ (Fig 2E). The cutoff value to 1083 cm™! peak was 23.43, and the
corresponding sensitivity and specificity were 80.0% and 61.1%, respectively. The value of
cutoff the relation 1083/1004 cm™ was 0.0512 with 73.3% of sensitivity and 66.6% of
specificity. The ROC analysis of the amplitude of 1083/1446 cm™' peaks ratio was not
significant (p > 0.05) (Fig 2F).

Considering that mammography, ultrasound, and magnetic resonance imaging, the
conventional methods used in clinical practice, showed sensitivities of 67.8%, 83%, and 94.4%
and specificities of 75%, 34%, and 26.4%, respectively [11], we believe that the present results
indicate a potential novel spectral alternative to discriminate breast cancer patients with
attractive accuracy. Besides, label-free vibrational spectroscopy does not require patient
exposure to radiation or the addition of exogenous contrast agents, as in conventional and gold
standard diagnostics methods [32,33]. Furthermore, in order to perform the conventional
diagnosis, the facilities are required with significant clinical costs [34].

Other studies have evaluated the potential use of Raman spectroscopy for screening
and diagnosing breast cancer [18,35,37]. However, these studies evaluated breast cancer
patients and healthy individuals [36,37]. In this research, we evaluated patients with malignant
and benign tumors following clinical conditions. Besides, it is important to highlight that we
used ultra-low values of serum (2ul) in Raman spectroscopy, which differs from other studies
that used larger amounts of samples and other biological materials, such as plasma, whole
blood, and biological tissues [18,35,37].

Our present data support our hypothesis that Raman Spectroscopy vibrational



198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215
216
217
218
219
220

221

222

44

modes of serum may discriminate between malignant tumor and benign tumor patients. The
1083 cm-1 vibrational mode could potentially be used as a serum biomarker to discriminate
malignant tumors from benign tumor patients with reasonable accuracy. However, the sample
size of our study was constrained by experimental conditions and maybe not large enough to
explore more differences. More studies for multicenter are needed to confirm our results and

evaluate the diagnostic performance of this biomarker in clinical practice.

Conclusions

In this study, we showed that Raman Spectroscopy in the serum could differentiate
malignant tumor and benign tumor patients. It was found a lower amplitude level of 1083 cm-
1 in malignant tumors compared to benign tumor patients, and reasonable accuracy of this peak
by ROC curve. In conclusion, this serum result indicates that Raman Spectroscopy can be used
as a tool to distinguish malignant tumor and benign breast tumor, with potential applicability of

diagnosis.
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Supporting information

Supplementary Table 1. Clinical, hormonal and diagnostic characterization of the malignant tumor

group (n =15)

Variable o
Description of the  Absolute frequency Relative frequency

variable (n) (%)

TNM staging II 9 60
I 3 20

NR 3 20
Histological grade Gx 2 13,4
G2 5 333

G3 3 20

NR 5 333

In situ ductal
Histological subtype el . ueta 2 13,4
carcinoma
I ive ductal
nvasn./e ucta 12 20
carcinoma

Mucinous carcinoma 1 6,6
Distant metastases pMO 10 66,7
cM1 1 6,6
NR 4 26,7
Primary tumor pTis 2 13,4

Tl 1 6,6



360
361
362
363

Tlc 3 20
T2 2 13,4
T3 1 6,6
T4 1 6,6
NR 5 33,4
Status ER Positive 10 66,6
Negative 3 30
NR 2 13,4
Status HER2 Positive 7 46,7
Negative 5 333
NR 3 20
Status PR Positive 9 60
Negative 4 26,6
NR 2 13,4
Regional lymph pNx ) 134
nodes
pNO 5 33,3
pN1 3 20
NR 5 333
p53 Positive 9 60
Negative 3 20
NR 3 20
Ki67 <14% 2 13,4
>14% 12 80
NR 1 6,7

51

Note: Gx, not evaluable; G1, grade 1; G2, grade 2; G3, grade 3; NR, not reported; ER, estrogen receptor;

HER2, human epidermal growth factor receptor 2; PR, progesterone receptor; p53, tumor protein p53;

ki67, antigen ki67.
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ABSTRACT

Conventional techniques used in clinical practice in the screening of breast cancer present some
limitations in sensitivity and specificity and relative high cost. Consequently, the search for a
reagent-free, sustainable and more cost-effective tools to discriminate breast cancer is of great
interest. Infrared spectroscopy with attenuated total reflection Fourier transform (ATR-FTIR)
using a sustainable aluminum device with high-throughput capability coupled to a machine
learning algorithm could be an alternative to breast cancer screening. In this context, we applied
ATR-FTIR tool associated with the linear discriminant analysis (LDA) classifier in order to
identify changes in the serum of patients with breast cancer and benign breast disease to
investigate its potential on breast cancer diagnosis. The classification of serum infrared spectra
by LDA showed a sensitivity of 89 %, specificity of 74% and accuracy of 84% between breast
cancer and benign breast disease. This spectral area of serological ATR-FTIR has been pre-
validated as a potential biomarker for diagnosis and LDA analysis confirmed its potential due
to its accuracy, sensitivity and specificity to significantly differentiate breast cancer. Herein, we
have showed that ATR-FTIR spectroscopy coupled to a LDA-based classification machine
learning algorithms using a sustainable aluminum devices with high-throughput capability can
be used in serum samples to discriminate breast cancer and benign breast disease.

Keywords: spectroscopy, ATR-FTIR, chemometry analysis, LDA. breast cancer
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is considered a public health problem. It was the most commonly
diagnosed malignant neoplasm in 2020, with estimates of 2,261,419 new cases worldwide in
both sexes and ages '.

Breast cancer is a complex and heterogeneous disease caused by several factors, and the
full extent of breast cancer heterogeneity is being recognized through genomic analysis,
although its visible manifestations have been essential to the histopathological classification for
many decades and its dissemination involves a succession of clinical and pathological stages
beginning with carcinoma in situ, progressing to invasive lesion and culminating in metastatic
disease *°. The clinical manifestations of breast cancer are mainly orange-like changes in the
skin and contour of the breast, although lumps in the breast, nipple discharge and swollen lymph
nodes can also occur °.

The most important risk factors for breast cancer development are: sex, age, family
history, specific benign breast conditions in the breast, ionizing radiation, and lifestyle ’. The
main advantages of breast cancer screening tests are an early diagnosis and proper treatment.
Basically, breast cancer can be diagnosed for four conventional techniques: histopathology,
mammography, ultrasonography, and magnetic resonance imaging (MRI) even though in
general, these techniques have critical limitations related to efficacy and production of false
positive or false negative results ¥, due to the fact that routine laboratory tests have a lack of
the sensitivity to be considered a golden standard °-!!.

Consequently, there is a need for a reliable and easily performed quantitative diagnostic
test that presents a good cost-effective, and high-throughput method that may predict an
increasing tumor in the patient °. In this way, serum biomarkers might be an attractive and a
rapid serum screening regime would significantly reduce current diagnosis times and greatly
increase the chance of a successful treatment !> 13,

Blood serum is a primary carrier of small molecules in the body; it holds all secreted
molecules from different tissues in response to different physiological needs, dysfunctions and
pathological states and ATR-FTIR is an excellent vibrational spectroscopic technique for the
analysis of biofluids (e.g., serum) '2. Due to its speed and use in the clinical environment, i.e.
ATR-FTIR requires no elaborate sample preparation when analyzing serum ',

Attenuated total reflection Fourier-transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy is a
global, sensitive and highly reproducible physicochemical analytical technique that identifies

structural molecules on the basis of their IR absorption '°. Considering that a bio molecule is
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determined by its unique structure, each one will exhibit a unique ATR-FTIR spectrum,
representing the vibrational modes of the constituent structural bonds !> €.

In the present study, we tested the hypothesis that non-invasive spectral biomarkers can
be identified in the serum to discriminate patients with breast cancer from benign patients and
we also analyzed how specific vibrational modes can be used as serum biomarkers for breast
cancer diagnosis and monitoring. In this manner, the aim of our study was to identify infrared
spectral signatures to establish specific vibrational modes analyzed by ATR-FTIR
spectroscopy, in order to detect breast cancer fingerprints that are suitable for diagnosis. For

this, the profile of the serum vibrational mode of breast cancer was evaluated using artificial

intelligence to verify accuracy, sensitivity and specificity.

METHODS

Study patients and ethical approval

The ethical committee of Federal University of Uberlandia (UFU) Research Ethics
Committee (protocol number 4.047.065) approved this project. For this study, 72 patients at the
Cancer Hospital of Uberlandia (HC-UFU, Uberlandia, Minas Gerais, Brazil) were included and
written informed consent was provide from all the patients of this study, following the relevant
guidelines and with based on the standards of the Declaration of Helsinki.

Patients were grouped into two groups, 22 with benign tumor and 50 with malignant
tumor. Inclusion criteria were age over 18 years and patients confirmed malignant tumor
confirmed by clinical, histological and pathological examination (breast cancer) and benign
tumor, such as fibroadenomas, fibrocystic changes, papilloma and typical or atypical ductal
hyperplasia. In this study was used the tumor-node-metastasis (TNM) cancer classification,
which is according to the American Joint Committee on Cancer (AJCC) and the International
Union for Cancer Control (UICC). This classification evaluates the extent of the primary tumor
(T), regional lymph nodes (N), and distant metastases (M) and provides staging based on T, N,
and M !7. Exclusion criteria were age below 18 years, primary tumor site other than the breast,

and physical and/or mental inability to respond to the tools necessary for data collection.

Collection of samples

Before to routine exams or surgery, all patients included in this study had their blood
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collected by peripheral venipuncture with the aid of a disposable hypodermic syringe (June-
November 2020). Then the collected sample was transferred to siliconized tubes without
anticoagulant (BD Vacutainer®, Becton-Dickson, New Jersey, USA). The samples were
centrifugation (5000 r.p.m., 10 min) and serum were aliquoted and stored at -80° C until the
analysis was processed. Clinical information was collected from the medical records of the

study patients.

FTIR spectroscopy

Infrared spectroscopy was used with the attenuated total reflection accessory Cary 630
(Agilent) and using the MicroLab (Agilent) software, using a micro component attenuated total
reflectance (ATR), the crystal material in the ATR unit, which consists of a platinum diamond
as an internal reflection element. The samples were applied in aluminum pellets (10uL) and
heated to 80°C in a dry bath for three minutes. The spectra were analyzed in the wavenumber
region from 4000 cm™ to 600 cm™', 32 scans were performed per analysis with a resolution of

4 cm’!,

Discrimination Analysis Method

The infrared spectral data analysis was divided into two stages: pre-processing and
classification. Pre-processing consisted of aggregation, attribute selection and data
transformation. The arithmetic mean of the three spectral readings of each patient was
performed in aggregation. The spectral data were truncated with lipidic region (3050-2800
cm ') associated with the biofingerprint region (1800-900 cm™'). Then, the Savitzky-Golay
smoothing filter was applied to each spectrum followed by a first order derivative and pre-
processed by vector normalization.

The classification was tested with state-of-the-art machine learning algorithms of
feature extraction coupled to discriminant analysis tools. Logistic Regression (LR), Linear
Discriminant Analysis (LDA), Random Forest (RF) and Support Vector Machine (SVM) were
used as spectra discrimination tools. To analyze the predictive differentiated performance of
the machine learning algorithms, ten times stratified cross-validation was used. The samples
were divided into ten subsets, with each iteration; nine of them were used to train the algorithm
and one exclusively to test it, so that each subset was part of the test once. In addition, the
procedure was repeated three times with changes in the samples configurations in these subsets
to achieve a closer estimate the real performance of the model, thus totaling thirty executions.

To measure the results obtained, three performance measures consolidated in the literature were
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used: sensitivity, specificity, and accuracy. The sensitivity or true positive rate is the proportion
of positives (breast cancer) that were correctly classified, and the specificity or true negative
rate is the proportion of negatives (benign tumor) that were correctly classified. The accuracy
is defined as the total number of samples correctly classified considering true and false

negatives '%.

RESULTS

Clinical and demographic characterization

Table 1 shows the clinical, hormonal and diagnostic characteristics of the malignant
tumor group. The classification evaluated the extension of the primary tumor (T), regional
lymph nodes (N) and distant metastases (M), providing information on staging based on TNM
17 Briefly, the mean of anatomical grade I had a frequency of 7 (14 %), grade II was 20 (40%),
grade III was 10 (20%), and unreported was 13 (26%).

Regarding the histological grade, Gx was present in 10 (20%), G1 in 6 (12%), G2 in
21 (42%), and G3 in 10 (20%) women. It was not described in 3 women (6 %). Histological
classification indicates ductal carcinoma in situ in 10 women (20%), invasive ductal carcinoma
in 31 women (62%), and metastatic carcinoma in 9 women (18%). The mean of the evaluation
of regional lymph nodes were pNx in 2 (4%), pNO in 21 (42%), pN1in 9 (18%), pN2 in 5 (10%),
pN3in 5 (10%), and not reported in 12(24%) women. The distant metastases, the primary tumor

measurements and type of tumor are also presented in table 1.

Table 1. Clinical, hormonal, diagnostic and therapy characteristic of malignant tumor (n = 50)

Variable Description of the  Absolute frequency Relative
variable (n) frequency
(%)
TNM staging I 7 14 (%)
I 20 40 (%)
111 10 20 (%)
NR 13 26 (%)
Histological grade Gx 10 20 (%)
Gl 6 12 (%)
G2 21 42 (%)
G3 10 20 (%)
NR 3 6 (%)
Histological subtype In situ ductal 10 20 (%)
carcinoma
Invasive ductal 31 62(%)
carcinoma
Mucinous carcinoma 9 18 (%)

Regional lymph PNx 2 4 (%)
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158
159

nodes

Distant metastases

Primary tumor

Status ER

Status HER2

Status PR

Ki67

pNO
pN1
pN2
pN3
NR
MO
cM1
NR
Tis
Tl
Tla
T1b
Tlc
T2
T3
T4
T4b
NR
Positive
Negative
NR
Positive
Negative
NR
Positive
Negative
NR
<14%
>14%
NR

33
12
36
3
11
15
21
14

42 (%)
18 (%)
10(%)
2 (%)
24 (%)
44 (%)
2 (%)
54 (%)
20 (%)
6 (%)
4 (%)
4 (%)
8 (%)
18 (%)
12 (%)
2 (%)
2 (%)
24 (%)
72 (%)
6 (%)
22 (%)
10 (%)
66 (%)
24 (%)
72(%)
6 (%)
22 (%)
30 (%)
42 (%)
28 (%)

Gl, grade 1; G2, grade 2; G3, grade 3; NR, not reported; ER, estrogen receptor; PR,

58

progesterone receptor; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; ki67, antigen ki67.
Blood plasma infrared spectroscopy

The mean infrared raw spectra of blood serum the 4000 — 900 cm™ was analyzed in

benign tumor patients and malignant tumor patients indicating a detection of blood components

as proteins, lipids, DNA/RNA, and carbohydrates (Figure 1).
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Figure 1. Representative average ATR-FTIR original spectra (1800-800 cm™) in serum of

malignant tumor and benign tumor.

The classification of machine learning algorithms showed the better discrimination of
serum spectra of benign tumor and breast cancer by linear discriminant analysis (LDA). The
spectra performed with FS - Raw data (1800-900cm™ and 3050-2800cm™") showed the higher
discrimination. In this context, LDA analysis indicates 89% of sensitivity, 74% of specificity
and 84% accuracy between benign tumor and breast cancer (Table 2). The others evaluated

discrimination of machine learning algorithms tested are described in table 2.

Table 2. Machine learning algorithms applied to classify malignant tumor and benign tumor.
Algorithm Pre-processing (band) Sensibility Specificity Mean Accuracy

Logistic Raw data (1800-900cm™; 0.74 0.35 0.55 0.62
Regression 3050-2800cm™)
FS - Raw data (1800- 0.82 0.41 0.62 0.69
900cm™'; 3050-2800cm™)
Rubberband+amidal 0.82 0.27 0.55 0.66
(1800-900cm™; 3050-
2800cm™)
FS - Rubberband+amidal 0.88 0.38 0.63 0.73
(1800-900cm™; 3050-
2800cm™)
Ist deriv. Savgolay (1800- 0.86 0.27 0.57 0.68
900cm™'; 3050-2800cm™)
FS - Ist deriv. Savgolay 0.92 0.32 0.62 0.74

(1800-900cm'; 3050-
2800cm™)
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Linear Raw data (1800-900cm™; 0.71 0.32 0.52 0.59
Discriminant 3050-2800cm™)
Analysis FS - Raw data (1800- 0.89 0.74 0.82 0.84
900cm!'; 3050-2800cm™)
Rubberband+amidal 0.58 0.30 0.44 0.50
(1800-900cm™'; 3050-
2800cm™)
FS - Rubberband+amidal 0.80 0.58 0.69 0.73
(1800-900cm!; 3050-
2800cm™)
Ist deriv. Savgolay (1800- 0.73 0.50 0.62 0.66
900cm™'; 3050-2800cm™)
FS - Ist deriv. Savgolay 0.77 0.68 0.73 0.74
(1800-900cm™; 3050-
2800cm™)
Random Raw data (1800-900cm’'; 0.76 0.20 0.48 0.59
Forest 3050-2800cm™)
FS - Raw data (1800- 0.66 0.42 0.54 0.59
900cm!; 3050-2800cm™)
Rubberband+amidal 0.82 0.20 0.51 0.63
(1800-900cm!; 3050-
2800cm™)
FS - Rubberband+amidal 0.85 0.38 0.62 0.71
(1800-900cm™'; 3050-
2800cm™)
Ist deriv. Savgolay (1800- 0.69 0.33 0.51 0.58
900cm!'; 3050-2800cm™)
FS - Ist deriv. Savgola 0.76 0.52 0.64 0.69
golay
(1800-900cm!; 3050-
2800cm™)
Support Raw data (1800-900cm’!; 0.69 0.50 0.60 0.63
Vector 3050-2800cm™)
Machine FS - Raw data (1800- 0.69 0.58 0.64 0.65
900cm™'; 3050-2800cm™)
Rubberband+amidal 0.65 0.70 0.68 0.66
(1800-900cm™'; 3050-
2800cm™)
FS - Rubberband+amidal 0.30 0.91 0.61 0.48
(1800-900cm™'; 3050-
2800cm™)
Ist deriv. Savgolay (1800- 0.73 0.50 0.62 0.66
900cm!'; 3050-2800cm™)
FS - 1st deriv. Savgolay 0.66 0.64 0.65 0.65
(1800-900cm™'; 3050-
2800cm™)

172
173
174 The loading plot with spectral wavenumbers responsible for discrimination between benign

175  tumor and malignant tumor are represented in Figure 2 to explain the sensitivity and specificity obtained
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176  for FS - Raw data (1800-900cm™ and 3050-2800cm™).
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179  Figure 2. LDA loading plot to for FS - Raw data (1800-900cm™ and 3050-2800cm™) to discriminate
180  breast cancer the benign breast.

181

182
183 DISCUSSION
184 Although the mammography is recognized as valuable breast cancer screening tests, the

185  presence of false-negative and false-positive results have been described. Here, we explored the
186  potential of ATR-FTIR to develop a novel, high-throughput and sustainable screening tool for
187  breast cancer detection. ATR-FTIR detected the region between 1800-1700 cm’! as the spectral
188  region capable to discriminate breast cancer and benign breast disease. In our point of view, the
189  discriminatory power of the blood ATR-FTIR analysis is suitable to be applied as screening
190  tool for malignant tumor detection.

191 The anatomical tumor growth can predict the behavior of the tumor and assist the
192 medical staff in decision making'”. In a data collected from 22,616 women with breast cancer,

193 the presence of histologic Grade 1 tumors with less than 2 cm in size were related to a 5-year
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survival rate of 99%. As expected, when breast cancer increase in size, this change is
accompanied by parallel changes in histologic grade, which can reduce the 5-year survival
rate®”,

Mammography, ultrasound and magnetic resonance imaging are conventional
techniques used during clinical practice for the detection, diagnosis and management of breast
diseases, with high sensitivity and specificity. These techniques, however, have some

2

limitations, such as high cost and no indication for young women 2!. In addition, novel

technologies have been applied in the breast cancer diagnosis, such as Positron Emission
Tomography (PET), computed tomography, tomosynthesis and ultrasound with contrast!® 2% 23,

Currently, circulating serum markers are used to monitor progression and recurrence of
neoplasia such as CEA, CA 15-3 or CA 27-29, however, none of these markers has
demonstrated clinical applicability as an independent predictive marker, making it difficult to
diagnose breast cancer '°. Infrared spectroscopy allows analyzing the entire biochemical
structure of a biological sample, not focusing only on a single molecule **. Thus, this LDA-
based classification protocol applied in serum ATR-FTIR spectra was used to discriminate
breast cancer and benign breast disease. In this set of data, the ATR-FTIR was capable to
discriminate both samples with 89% of sensitivity, 74% of specificity and 84% accuracy,
suggesting that this infrared platform coupled to machine learning algorithms could be an
interesting alternative in breast cancer screening. The data reported here support the hypothesis
that biochemical changes occur in the serum from breast cancer and benign breast disease,
which can be detected by FTIR associated with LDA algorithms. Therefore, the results of this
research suggest that this serum ATR-FTIR spectral biomarker is a possible potential to
improve the breast cancer diagnosis.

Malignant tumor can show changes in several biochemical, metabolic and lipid
molecules [21]. Previously, it was showed the potential of ATR-FTIR technology to
discriminate malignant tumor than healthy subjects using 5 ul of blood serum sample in the
ATR device. The sample was dried at the room temperature during 10 min [31]. Besides, it was
also described that ATR-FTIR platform coupled to principal component regression was capable
to discriminate malignant tumor than healthy subjects using 15 pl of blood serum when samples
were dried at room temperature during 10 min directly in ATR device [30]. To the best of our
knowledge, this report is pioneer to reveal the potential of ATR-FTIR to discriminate malignant
tumor and benign tumor disease using a high-throughput and sustainable device. We used 10
ul of blood serum under aluminum pellets and heated to 80°C in a dry bath for three minutes.

In this context, this versatile sustainable aluminum pellets demonstrates ability to perform high-
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throughput analysis.
It is important to mention that ATR-FTIR has been performed in biological fluids of

18, 27-29

previous studies . Other studies evaluated the potential use of FTIR spectroscopy for

malignant tumor screening using serum as the screening sample. However, these studies

evaluated malignant tumor patients and healthy individuals 3% 3!

and in the present study we
evaluated patients with malignant tumor and benign tumor which is more reliable in the clinical
settings. More multicenter studies with large clinical trials are needed to confirm our results and
evaluate the diagnostic performance of this infrared platform in clinical practice. In this context,
the serum ATR-FTIR spectroscopy coupled with LDA classification could provide a novel

alternative for biomedical screening.

CONCLUSION

Herein, we have showed that ATR-FTIR spectroscopy coupled to a LDA-based
classification machine learning algorithms using a sustainable aluminum devices with high-
throughput capability can be used in serum samples to discriminate malignant tumor and benign
tumor. In summary, these innovative results suggest that blood analysis by ATR-FTIR
spectroscopy has the potential to provide an alternative to the malignant tumor screening, and

can be a tool to assist in a medical decision-making.
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