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RESUMO

Introdugdo: O cancer de mama ¢ a neoplasia maligna mais incidente entre mulheres em todo
o mundo e representa importante desafio de saude publica, dada sua heterogeneidade molecular
e impacto prognoéstico. Diante disso, a busca por métodos ndo invasivos e custo-efetivos de
diagnostico e estratificagdo progndstica torna-se essencial. Objetivo: Avaliar a aplicabilidade
clinica de abordagens complementares para o diagnostico e o prognostico do cancer de mama,
investigando a utilidade de perfis obtidos a partir de fluidos biologicos e biomarcadores
inflamatorios sistémicos e imunoldgicos, bem como suas correlagdes com caracteristicas
clinico-patologicas e com a sobrevida global de mulheres com cancer de mama, incluindo casos
avancados. Materiais e métodos: No primeiro artigo, foi conduzido um estudo transversal
envolvendo 73 participantes: 31 com cancer de mama, 18 com doenga benigna da mama e 24
controles saudaveis. Amostras de soro e saliva foram analisadas por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier com Refletancia Total Atenuada (ATR-FTIR) e as
diferencas espectrais entre os grupos foram avaliadas estatisticamente. No segundo artigo, foi
realizado um estudo prospectivo com 33 pacientes com cancer de mama avangado
acompanhadas em um programa de cuidados paliativos no Brasil entre 2021 e 2024. Os
biomarcadores inflamatérios sistémicos foram quantificadas por hemograma e ensaio
imunoenzimatico (ELISA), sendo correlacionadas com sobrevida global por meio das analises
de Kaplan-Meier e modelos de regressao de Cox. Resultados: No primeiro artigo, a analise
espectral intragrupo entre cancer de mama e doenga benigna da mama, os espectros de soro nao
apresentaram diferengas estatisticas. Na saliva, apenas o pico em 2930 cm™, associado a
vibracao de estiramentos C—H de lipidios, diferenciou cancer de mama de doenga benigna da
mama (p = 0.0391). Na comparacdo entre cancer de mama e controles saudéaveis, o soro revelou
diferenca significativa em 1295 cm™ (relacionado a citocina dos acidos nucleicos). A saliva
apresentou diferencas significativas em 1241 cm™ (fosfato de acidos nucleicos), 1541 cm™ e
1644 cm™ (amidas II e I de proteinas) e 2930 cm™ (lipidios). J& na analise intergrupos,
comparando cancer de mama, doenga benigna da mama e controles saudaveis, mostrou-se que
os componentes bioquimicos presentes no soro e na saliva, incluindo lipidios, a4cidos nucleicos,
proteinas e carboidratos, apresentaram padrdes distintos de absorbancia conforme o tipo de
fluido biologico analisado. O pico 2930 cm™!, relacionado a estiramentos C—H de lipidios, na
saliva, foi capaz de diferenciar os trés grupos estudados. No segundo artigo, os niveis elevados

de interleucina-1BETA (IL-1BETA) (> 76,03 pg/mL) estiveram associados a pior sobrevida



global (p = 0,018), aumentando o risco de Obito em 8,84 vezes; e niveis elevados de
interleucina-10 (IL-10) (> 24,21 pg/mL) também estiveram associados a pior sobrevida global
(p = 0,046), aumentando o risco de obito em 7,17 vezes. A amplitude de distribui¢do das
hemacias (RDW), razio RDW/plaquetas (RPR), razdo neutrofilos/linfécitos (N/L), razdo
linfécitos/mondcitos (L/M) e a interleucina-6 (IL-6) ndo apresentaram associacao significativa
com o prognostico. Conclusdes: Os resultados demonstram que a espectroscopia ATR-FTIR ¢
uma ferramenta promissora para a detec¢do de cancer de mama a partir de amostras de saliva,
apresentando vantagens como rapidez, reprodutibilidade e carater ndo invasivo. Paralelamente,
as citocinas IL-1BETA e IL-10 emergem como biomarcadores progndsticos relevantes em
doenca avangada, refletindo a interagdo entre inflamacgdo sist€émica e progressao tumoral. A
integragdo dessas abordagens, diagnostica e progndstica, no manejo clinico do cancer de mama

pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias personalizadas e acessiveis.

Palavras-chave: Cancer de mama; Espectroscopia FTIR; Saliva; Biomarcadores inflamatoérios;

Interleucinas; Progndstico.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the most common malignant neoplasm among women
worldwide and represents a significant public health challenge due to its molecular
heterogeneity and prognostic impact. Therefore, the search for non-invasive and cost-effective
methods of diagnosis and prognostic stratification becomes essential. Objective: To evaluate
the clinical applicability of complementary approaches for the diagnosis and prognosis of breast
cancer, investigating the usefulness of profiles obtained from biological fluids and systemic
inflammatory and immunological biomarkers, as well as their correlations with
clinicopathological characteristics and overall survival of women with breast cancer, including
advanced cases. Materials and methods: In the first article, a cross-sectional study was
conducted involving 73 participants: 31 with breast cancer, 18 with benign breast disease, and
24 healthy controls. Serum and saliva samples were analyzed by Attenuated Total Reflectance
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR), and spectral differences between
groups were statistically evaluated. In the second article, a prospective study was conducted
with 33 patients with advanced breast cancer followed in a palliative care program in Brazil
between 2021 and 2024. Systemic inflammatory biomarkers were quantified by blood count
and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and correlated with overall survival using
Kaplan-Meier analyses and Cox regression models. Results: In the first article, the intragroup
spectral analysis between breast cancer and benign breast disease, serum spectra showed no
statistical differences. In saliva, only the peak at 2930 cm™, associated with C—H stretching
vibration of lipids, differentiated breast cancer from benign breast disease (p = 0.0391). In the
comparison between breast cancer and healthy controls, serum showed a significant difference
at 1295 cm™ (related to nucleic acid cytokines). Saliva showed significant differences at 1241
cm ' (nucleic acid phosphate), 1541 cm™ and 1644 cm™ (protein amides II and I), and 2930
cm™! (lipids). In the intergroup analysis, comparing breast cancer, benign breast disease, and
healthy controls, it was shown that the biochemical components present in serum and saliva,
including lipids, nucleic acids, proteins, and carbohydrates, presented distinct absorbance
patterns according to the type of biological fluid analyzed. The 2930 cm™ peak, related to C—
H stretching of lipids in saliva, was able to differentiate the three groups studied. In the second
article, the elevated levels of interleukin-1BETA (IL-1BETA) (> 76.03 pg/mL) were associated
with worse overall survival (p = 0.018), increasing the risk of death by 8.84 times; and elevated

levels of interleukin-10 (IL-10) (> 24.21 pg/mL) were also associated with worse overall



survival (p =0.046), increasing the risk of death by 7.17 times. Red blood cell distribution width
(RDW), RDW/platelet ratio (RPR), neutrophil/lymphocyte ratio (N/L), lymphocyte/monocyte
ratio (L/M), and interleukin-6 (IL-6) did not show a significant association with prognosis.
Conclusions: The results demonstrate that ATR-FTIR spectroscopy is a promising tool for
detecting breast cancer from saliva samples, offering advantages such as speed, reproducibility,
and non-invasiveness. In parallel, the cytokines IL-1BETA and IL-10 emerge as relevant
prognostic biomarkers in advanced disease, reflecting the interaction between systemic
inflammation and tumor progression. The integration of these diagnostic and prognostic
approaches in the clinical management of breast cancer can contribute to the development of

personalized and accessible strategies.

Keywords: Breast cancer; FTIR spectroscopy; Saliva; Inflammatory biomarkers; Interleukins;

Prognosis.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama representa o tipo de neoplasia maligna mais frequente entre mulheres
em todo o mundo, com uma estimativa de mais de 2,3 milhdes de casos novos por ano, além de
estar entre as principais causas de mortalidade por cancer na populagdo feminina (SUNG et al.,
2021). Com os avangos terapéuticos e as estratégias de rastreamento, a detec¢dao precoce € a
estratificacdo progndstica continuam sendo desafios centrais na pratica oncologica. Essa
dificuldade ¢ intensificada pela heterogeneidade molecular da doenga, que se expressa em
diferentes subtipos bioldgicos com distintos comportamentos clinicos e respostas terapéuticas
(HARBECK et al., 2019).

Nesse contexto, a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com
refletancia total atenuada (ATR-FTIR) tem emergido como uma técnica analitica importante na
deteccao de alteragdes bioquimicas em fluidos bioldgicos, com destaque para sua aplicacdo em
amostras de soro e saliva. Essa metodologia possibilita a identificacdo de padrdes espectrais
que refletem modifica¢des nos niveis de lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos em
tecidos ou liquidos corporais, podendo ser aplicada como ferramenta complementar na triagem
ou no acompanhamento de pacientes oncologicos (BAKER et al., 2014). A utilizacdo da saliva
como fluido biologico ¢ especialmente vantajosa por sua coleta ndo invasiva, praticidade, baixo
custo e aceitabilidade. Estudo demonstrou que a saliva contém biomoléculas relevantes para a
avaliagdo do cancer, tornando-se um campo promissor para a deteccdo precoce €
monitoramento de doengas (ZHAO et al., 2023).

Paralelamente, torna-se essencial o desenvolvimento de abordagens diagnosticas e
prognoésticas inovadoras, de facil aplicabilidade clinica e custo-efetivas. A andlise de
biomarcadores inflamatorios sistémicos, como RDW (Red Cell Distribution Width), RPR
(razao RDW/plaquetas), razdo N/L (neutrofilos/linfocitos), razdo L/M (linfécitos/mondcitos),
interleucina-1 beta (IL-1BETA), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10), tem se
mostrado promissora como ferramenta auxiliar na avaliagdio do microambiente tumoral,
refletindo indiretamente o estado inflamatorio e imunologico do individuo (CHEN; et al., 2015;
HU et al., 2018). Além disso, essas citocinas participam ativamente da regula¢do da inflamagao
e do escape imunoldgico, sendo associadas a progressdo tumoral, angiogénese, resisténcia
terapéutica e pior prognéstico em diferentes estagios do cancer de mama (KUMARI et al., 2016;

TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).
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A detecgdo precoce e a estratificagdo prognostica sdo componentes essenciais para o
manejo clinico eficaz da doenga. Nos ultimos anos, avangos na identificagdo de biomarcadores
ndo invasivos vém ganhando destaque, com potencial para otimizar tanto o diagndstico quanto
o prognostico do cancer de mama, especialmente em contextos de recursos limitados.

Essas duas abordagens complementares, ATR-FTIR e a avaliacdo de marcadores
inflamatorios sist€émicos circulantes, neste cenario, tém despertado interesse crescente. Estudos
prévios demonstraram que a espectroscopia ATR-FTIR ¢ capaz de identificar alteragdes
bioquimicas em fluidos corporais, como o soro e a saliva, permitindo distinguir pacientes com
cancer de mama de individuos com doengas benignas da mama e controles saudaveis (ZELIG
etal.,2015; BACKHAUS et al., 2010; FERREIRA et al., 2020). No entanto, ainda sdo escassas
as investigagdes que comparam simultaneamente esses dois tipos de amostras bioldgicas na
mesma populagdo de pacientes, limitando a compreensdo sobre a robustez e a aplicabilidade
clinica desse método em larga escala.

Concomitantemente, biomarcadores hematologicos sistémicos como RDW, RPR, N/L,
L/M, IL-1BETA, IL-6 e IL-10, tém sido associados a processos tumorais € a0 microambiente
inflamatorio tumoral (MANTOVANI et al., 2017; GALDIERO et al., 2018; CHANG et al.,
2021). Embora diversas evidéncias apontem para o potencial prognostico desses pardmetros em
pacientes com cancer de mama, os resultados permanecem controversos, sobretudo em coortes
de pacientes com doenca avancada (YIN et al., 2023; YAN et al., 2023).

Diante dessas lacunas, esta tese propde uma abordagem multidimensional, apresentando
a analise espectroscopica de fluidos bioldgicos (soro e saliva) e a avaliagdo de biomarcadores
inflamatorios sistémicos, a fim de oferecer uma avaliagdo mais ampla e precisa do estado
fisiopatologico de pacientes com cancer de mama. Este trabalho busca contribuir para o avango
de ferramentas clinicas, com foco na medicina personalizada e na melhoria do cuidado
oncoldgico.

A formatacdo desta tese segue o modelo alternativo do Programa de Pés-graduacao em
Ciéncias da Satude da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlandia, onde os
resultados sdo apresentados no formato de artigos cientificos. Contém as seguintes secoes:
introdugdo, fundamentagdo tedrica, objetivos, resultados com a copia dos dois artigos

elaborados, conclusdo e perspectivas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 — Aspectos anatoémicos mamarios

A mama feminina é considerada uma glandula sudoripara modificada e altamente
especializada, cuja funcdo, ¢ a produgdo de leite pelos l6bulos. Ela passa por diversas
transformagdes de desenvolvimento que se iniciam na vida intrauterina e sofre modificacdes
durante a puberdade, gravidez e lactagdo relacionadas ao tamanho, forma e funcao (JESINGER,
2014; FENG et al., 2018), reguladas principalmente pela producao hormonal (LANIGAN et al.,
2007).

Conforme apresentado na Figura 1, sdo 0rgaos pares que se encontra na parede anterior
e superior do térax, apoiada sobre o musculo peitoral maior entre a segunda e a sétima costela
no plano vertical e do esterno a linha axilar anterior no plano horizontal. Se estende até a axila
o que é denominado de cauda de Spence. E envolvida por duas camadas de fascia, a anterior
que ¢ superficial e a posterior que ¢ profunda. A fascia superficial se encontra logo abaixo da
pele e do tecido adiposo subcutaneo. A fascia profunda estd posicionada atras da glandula
mamaria e se conecta a fascia do musculo peitoral maior. Entre essas duas camadas, existem
estruturas fibrosas que as unem, conhecidas como ligamentos suspensores de Cooper que
oferecem suporte a mama (MELITTO, 2022).

O epitélio mamario ¢ formado por dois tipos principais de c€lulas: basal e luminal. A
camada basal ¢ a parte externa da camada contratil que envolve a camada luminal, apresentando
caracteristicas semelhantes as células de musculos lisos devido a presenga das células
mioepiteliais. J& o epitélio luminal ¢ a parte interna, responsavel pela formacdo dos ductos,
possui populacdes celulares influenciadas por receptores hormonais e contém células epiteliais
em forma de cubo, que podem se transformar em células produtoras de leite (lactocitos) durante
o periodo de amamentacao (MACIAS; HINCK, 2012; HASSIOTOU; GEDDES, 2013).

Esse orgdo, fundamental na satide feminina, ¢ frequentemente exposto a diversas
mudancas que podem gerar inquietacdes para as mulheres e os profissionais de satde. Essas
mudangas podem afetar de maneira significativa a qualidade de vida e o bem-estar emocional
das mulheres (NASCIMENTO; SILVA; GALHARDO, 2024). Na rotina da ginecologia,
encontrar um noédulo nas mamas ¢ algo comum. A maior parte desses nodulos ¢ de natureza
benigna, com uma frequéncia que se eleva apos os 20 anos, tendo seu pico entre 40 e 50 anos.
A compreensdo detalhada das doencas benignas da mama permite ao profissional de satde

estabelecer condutas adequadas, indicar o seguimento correto, orientar as pacientes sobre a
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natureza funcional ou patologica de cada achado, além de subsidiar estratégias de rastreamento

e prevengao mais eficazes, alinhadas a estratifica¢do de risco individual (STACHS et al., 2019).

Figura 1 — Anatomia da mama feminina

Fat

vessels

Fonte: Reproduzido de National Cancer Institute, 2012. Criada por Don Bliss e liberada em

dominio publico.

2.2 — Doen¢a benigna da mama

As doengas benignas da mama (DBM) sdo caracterizadas como situagdes clinicas que
se mostram através de desconforto e/ou presenca de ndédulos, que aparecem durante a fase
reprodutiva feminina, comecando e/ou se agravando na fase que antecede a menstruagao,
geralmente desaparecendo com a chegada da menopausa (GIRIANELLI; GAMARRA,;
AZEVEDOQO, 2014). Representam a grande maioria dos achados mamarios, cerca de 70% a 80%
das biopsias realizadas em populagdes rastreadas sao benignas (SINGH; CHAKRABARTI,
2022).

Biopsias benignas sdo responsaveis por cerca de 70% dos procedimentos nos Estados

Unidos da América, o equivalente a cerca de 1,19 milhdes de biopsias benignas por ano, e cerca
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de 50% nos programas de rastreamento na Europa (BURKE et al., 2025). No Brasil, estudos
especificos sobre DBM sdo escassos, mas uma revisao recente indica que 80% das lesdes
mamarias palpaveis sdo benignas (SOUTO; LIMA, 2024). Esse panorama evidencia que as
DBM sao altamente prevalentes globalmente e no Brasil, requerendo protocolos clinicos e de
imagem eficientes para evitar tratamentos desnecessarios, além de vigilancia adequada para
descartar malignidade.

E fundamental o profissional de satide realizar uma anamnese e uma investigagao clinica
minuciosa, levando em conta a faixa etaria, o estado hormonal, fatores associados (como dor,
mudangas na pele ¢ aumento dos linfonodos); a evolu¢ao do nddulo, uso de medicamentos e
possiveis fatores de risco. A propedé€utica contém trés componentes essenciais: exame fisico,
exames radiologicos e andlises cito/histopatologicos (SOUTO; LIMA, 2024). O exame fisico
deve abranger a observagao em repouso € em movimento, palpacao e avaliagdo dos linfonodos
das axilas, regido infra e supra clavicular. A escolha do exame de imagem deve ser baseada na
idade da paciente e na suspeita clinica. Os principais exames usados para triagem e diagndstico
incluem mamografia, ultrassom e ressonancia magnética. J& a analise cito/histopatologicas ¢
realizada por meio da bidpsia (FERNANDES; SA, 2019).

Histologicamente, as lesdes epiteliais benignas da mama podem ser classificadas em
trés principais categorias: alteragdes ndo proliferativas, lesdes proliferativas sem atipias e lesdes
proliferativas com atipia. A categorizacdo ¢ baseada no grau de proliferacao celular e atipia

(WHO, 2019). Além dessa categoriza¢do, ha também as lesoes benignas diversas.

2.2.1 — Alteracoes nao proliferativas

As alteracdes ndo proliferativas respondem por aproximadamente 70% das doencas
benignas. Elas ndo estdo ligadas a um aumento do risco de cancer de mama e o tratamento visa
aliviar os sintomas. Dentre elas, estdo as alteragdes fibrocisticas, que compreendem um grupo
de mudancas funcionais benignas, como cistos, fibrose do estroma e adenose, normalmente
associadas a descompensagdes hormonais (BLAND; COPELAND, 1993); cistos simples, que
sdo estrutura cheias de liquido, frequentes em mulheres entre 35 ¢ 50 anos, e costumam ser
facilmente identificadas por meio de ultrassonografia mamaria; e a ectasia ductal, que se refere
a dilatagcdo dos ductos que transportam o leite, frequentemente ligada a inflamagdo cronica e
secre¢do mamilar, que geralmente € serosa ou serossanguinolenta (PRICE, 2011).

Outras lesdes nao proliferativas incluem galactoceles, alteragdes apdcrinas papilares,

calcificagdes e hiperplasia leve do tipo usual. A metaplasia apdcrina, que € uma modificagdo
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epitelial benigna, ¢ uma alteracdo nao proliferativa que surge em resposta a irritagdo,
normalmente associada a um cisto mamario (SOUTO; LIMA, 2024).

Sobre os cistos simples, ¢ esperado que metade das mulheres desenvolva um nodulo
mamario benigno em algum ponto de suas vidas, sendo que cerca de 25% dessas lesdes sao
cistos, que sdo mais comuns na faixa etaria de 35 a 50 anos. Geralmente, esses nodulos sdao
benignos, com bordas lisas e bem definidas, podendo ocorrer de forma unica ou multipla,
unilateral ou bilateral, variando em tamanho e consisténcia. Eles podem provocar dor devido a
um crescimento repentino (BAGNOLI et al., 2017). Além dos cistos simples, também existem
os cistos complicados ou complexos, que sdo definidos pelas caracteristicas ultrassonograficas
segundo a classificacdo BI-RADS (Breast Imaging-Reporting and Data System), a qual orienta
as decisoes clinicas e a necessidade de biopsia. A maioria dos cistos complicados € classificada
como BI-RADS 2, ou seja, considerados benignos e que ndo exigem bidpsia. As vezes, os cistos
complicados podem ser categorizados como BI-RADS 3, que sdo provavelmente benignos, e
para os quais recomenda-se acompanhamento clinico e exames de imagem em um intervalo
curto de seis meses. J& os cistos complexos classificados como BI-RADS 4 ou 5, sdo suspeitos
ou bastante indicativos de malignidade, o que torna necessaria a realizagdo de uma biopsia
(SOUTO; LIMA, 2024).

Outras alteragdes nao proliferativas sdo a galactocele, as alteragcdes apdcrinas papilares
e a hiperplasia leve do tipo usual, conforme dito anteriormente. A galactocele ¢ definida como
um acumulo de liquido em forma de cisto resultante da obstru¢do do canal mamario. Durante o
exame fisico, aparecem como massas em forma de cisto. Na mamografia, podem ser vistas
como massas que ndo tém um diagndstico claro. O ultrassom pode detectar uma massa que
apresenta caracteristicas complexas. O diagnostico pode ser feito com base na anamnese da
paciente e no procedimento de aspiracdo, que revela uma substancia semelhante ao leite. A
remocdo cirurgica ndo € necessaria € ndo ha um risco elevado de cancer (SOUTO; LIMA,
2024). Quanto as alteragdes apdcrinas papilares, caracterizam-se pela multiplicagdo de células
epiteliais nos ductos, que possuem caracteristicas apodcrinas, descritas pelo citoplasma
eosinofilico (SCHNITT, 2000). J4 a hiperplasia leve do tipo usual, refere-se ao aumento do
nimero de células epiteliais em um ducto que possui mais de duas, mas ndo mais de quatro
células de profundidade. As células epiteliais ndo invadem o espago do lumen presente

(SCHNITT, 2000).

2.2.2 — Lesoes proliferativas sem atipia
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Sobre as lesdes proliferativas sem atipia pode-se citar, a hiperplasia ductal usual, o
papiloma intraductal, a adenose esclerosante, o fibroadenoma, as cicatrizes radiais, o adenoma
e a hiperplasia estromal pseudoangiomatosa (WHO, 2019). Sao fatores de risco nao
modificaveis para cancer de mama e geralmente envolvem a vigildncia com exames de imagem
e acompanhamento médico em vez de interveng¢do cirurgica. A decis@o do tratamento depende
de fatores como o tipo de lesdo, risco individual de cancer de mama e concordancia entre os
achados radioldgicos e patologicos (ONCOGUIA, 2024).

A hiperplasia ductal usual ¢ um diagndstico que geralmente ¢ identificado como um
achado ndo intencional em bidpsias. Se caracteriza pelo aumento da quantidade de células nos
ductos, sem apresentar caracteristicas atipicas. Embora as células possam ter diferentes
tamanhos e formas, elas continuam apresentando as caracteristicas celulares proprias de células
benignas. Nao hé necessidade de tratamento (SOUTO; LIMA, 2024; SCHNITT, 2000).

Os papilomas intraductais sdo formados por um conjunto de células que se desenvolvem
dentro de ductos a partir da parede de um cisto presente no seu interior, podendo resultar em
secrecdo mamilar com uma coloragao serossanguinolenta. Papilomas solitarios ndo aumentam
significativamente o risco de uma condi¢cdo maligna, mas a presenga de multiplos papilomas
pode elevar ligeiramente este risco e/ou conter areas de atipia ou carcinoma ductal in situ
(CDIS) associados (SCHNITT, 2000).

Essas lesdes mamarias sao frequentes, sendo identificadas em 5% a 10% de todas as
biopsias mamarias realizadas. Papilomas sem atipia nao estdo ligados a uma possibilidade
maior de diagndstico de cancer de mama posteriormente, enquanto os papilomas atipicos t€ém
sido associados a um risco elevado para cancer de mama no futuro (NAKHLIS et al., 2020). A
presenca de atipia em um papiloma encontrado em bidpsia por agulha grossa aumenta a chance
de encontrar uma malignidade durante a excisdao, com relatos indicando que isso ocorre em até
41% dos casos, justificando assim a remogao rotineira dessas lesdes. Por outro lado, a pesquisa
atual sobre papilomas sem atipia em biopsias por agulha grossa ainda ¢ incerta, com taxas de
progressao para malignidade variando de 0% a 12% (NAKHLIS et al., 2020).

As orientacdes atuais indicam que a decisao de remover um papiloma deve ser adaptada
a cada caso, levando em conta fatores como tamanho, presenca de sintomas e riscos de cancer
de mama. A remocao ¢ indicada quando ha atipia, a presenca de uma massa palpavel, secre¢ao
sanguinea nos mamilos, especialmente para aliviar sintomas, e/ou divergéncias nas imagens
patologicas. Por outro lado, pequenos papilomas solitarios e benignos, que sdo encontrados

incidentalmente sem sinais de atipia, diagnosticados por meio de bidpsia de agulha grossa e
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com imagens concordantes, podem apenas ser monitorados (THE AMERICAN SOCIETY OF
BREAST SURGEONS, 2016).

A papilomatose difusa, que envolve multiplos papilomas, pode aparecer como massas
ou nédulos nas mamas durante ultrassonografias e pode provocar secre¢cdo nos mamilos,
podendo ser identificada também em ductografias. Esta condicao ¢ caracterizada pela presenca
de pelo menos cinco papilomas em uma area especifica do tecido mamario e pode ser tratada
de forma definitiva através da excisdo (SOUTO; LIMA, 2024).

Outra lesdo proliferativa sem atipia ¢ a adenose esclerosante, que se caracteriza por um
crescimento acinar que pode imitar um cancer nas imagens de mamografia ou ultrassom,
embora nao possua um real potencial agressivo. Trata-se de uma alteracao lobular que apresenta
um aumento na quantidade de tecido fibroso com células glandulares misturadas. A
probabilidade de desenvolver cancer de mama € o dobro em relagao a populagao geral. Nao ha
indicacdo de tratamento para adenose esclerosante quando ndo héd presenga de atipia
(VISSCHER et al., 2014).

O fibroadenoma ¢ a lesdo proliferativa sem atipia mais frequente nas mamas,
representando cerca de 7% a 13% das anomalias mamarias nas mulheres, podendo chegar a
50% a 75% nas biopsias de jovens com menos de 35 anos. Trata-se de uma formacao soélida,
movel e sem dor, composta pela proliferacao de tecido fibroso e componentes glandulares. A
causa exata ndo ¢ conhecida, mas provavelmente ha um vinculo hormonal, j& que seu tamanho
pode aumentar durante a gravidez ou com o uso de estrogénio, além de geralmente reduzir apds
a menopausa (WHO, 2019; EL-WAKEEL; UMPLEBY, 2003). Esse tipo de tumor ¢ mais
prevalente em mulheres entre 15 e 35 anos. O ultrassom mostra uma massa solida e bem
delimitada. A mamografia ndo ¢ recomendada para a avaliacdo de massas em adolescentes, pois
a grande quantidade de tecido glandular dificulta a sua andlise nessa faixa etaria (SOUTO;
LIMA, 2024).

Do ponto de vista histoldgico, o fibroadenoma é composto por estroma em proliferagdo
(HUDSON-PHILLIPS et al., 2022). O tratamento consiste em monitoramento cuidadoso. A
maioria dos fibroadenomas em adolescentes tende a diminuir de tamanho ou até desaparecer
com o tempo. Fibroadenomas que tém menos de 5 c¢cm e ndo apresentam caracteristicas
preocupantes podem ser apenas observados quanto ao seu crescimento ou involugdo. Caso as
imagens da ultrassonografia sejam completamente compativeis com um fibroadenoma, a massa
ndo precisara ser submetida a bidpsia ou excisdo. Casos de cancer associados a um

fibroadenoma ja existente em adolescentes sdo incomuns. Contudo, se a lesdo atingir mais de 5
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cm ou perdurar na fase adulta, a biopsia excisional se torna necessaria. A cirurgia para remogao
pode acarretar algumas desvantagens, como cicatrizes na area da incisao, dano ao sistema ductal
da mama e altera¢des nas imagens mamograficas (SOUTO; LIMA, 2024).

Fibroadenomas simples sdo formados por tumores so6lidos benignos compostos de
tecido glandular e fibroso. Para pacientes que ndo apresentam sintomas, a abordagem
recomendada ¢ a observagdo. Se um fibroadenoma simples suspeito crescer de modo
significativo ou causar sintomas, ¢ necessario realizar uma excisdo para verificar possiveis
alteragdes malignas e confirmar o diagnodstico (SOUTO; LIMA, 2024). J4 fibroadenomas
complexos, sdao identificados por outras modificagdes proliferativas, como adenose
esclerosante, hiperplasia epitelial ductal, calcificacdes epiteliais ou alteragdes apdcrinas
papilares. Eles estdo relacionados a um leve aumento no risco de cancer, especialmente quando
ha multiplas alteragdes proliferativas no tecido glandular ao redor. O tratamento para esses
casos ¢ debatido, podendo envolver a remocao total para andlise histologica ou um tratamento
conservador ap6s bidpsia central (STACHS et al., 2019).

Os fibroadenomas gigantes sao considerados histologicamente tipicos e possuem mais
de 10 cm. A excisdo ¢ recomendada nesses casos. O maior desafio para o patologista ¢é
identificar essas lesdes dos tumores filoides, que possuem um componente estromal mais
celular em comparagao com os fibroadenomas (SCHNITT, 2000). Ja os fibroadenomas juvenis,
aparecem em mulheres jovens entre 10 e 18 anos e podem apresentar diferengas em relacao a
apresentacao e ao tratamento em comparagao com os fibroadenomas em adultos (SOUTO;
LIMA, 2024).

As cicatrizes radiais, por sua vez conhecidas como lesdes esclerosantes complexas, sao
lesdes proliferativas sem atipia que costumam ser identificadas de maneira incidental quando
uma massa na mama ou uma anormalidade detectada por métodos de imagem ¢ removida ou
submetida a uma biopsia. As vezes, essas cicatrizes radiais sdo suficientemente grandes para
serem vistas na mamografia como massas com contornos irregulares e suspeitas, e diferenciar
estas de carcinomas espiculados somente com exames de imagem ¢ dificil (SOUTO; LIMA,
2024). As diretrizes atuais recomendam a excisao da maioria das cicatrizes radiais, embora um
acompanhamento através de exames de imagem seja aceitavel para lesdes que ndo podem ser
sentidas e que estejam em concordancia entre imagem e doenga. Nenhum tratamento adicional
além da retirada ¢ necessario. O risco de cancer nesta populagdo ¢ baixo, portanto, ndo ¢

indicada a quimiopreven¢ao (THE AMERICAN SOCIETY OF BREAST SURGEONS, 2016).
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Ja o adenoma ¢ formado por tumores epiteliais exclusivos da mama. Eles sao
classificados em dois grupos principais: adenomas tubulares e lactantes. Os adenomas lactantes
sdo mais frequentemente encontrados durante a gestacao, apresentando tragos bem delimitados
e com aspecto lobulado. Em razdo de seu tamanho, podem requerer intervengao cirtirgica para
remoc¢ao, mas ndo tém chance de se tornarem malignos (SOUTO; LIMA, 2024). Por outro lado,
o adenoma tubular ¢ uma forma rara de tumor benigno da mama que afeta mulheres jovens
antes da menopausa (EFARED et al., 2018). As caracteristicas observadas nas imagens ou nas
células ndo sdo exclusivas, por isso, a remocao cirirgica ¢ essencial para obter um diagnostico
por meio da andlise histopatoldgica (SENGUPTA et al., 2014).

Por sua vez, a hiperplasia estromal pseudoangiomatosa, outra lesdo proliferativa sem
atipia, € um crescimento benigno do estroma que imita, em termos histologicos, uma condigao
vascular. Ela pode se manifestar como um nédulo ou um aumento de espessura durante o exame
fisico. A forma mais frequente observada nos exames de imagem ¢ uma massa solida, bem
contornada e sem calcificagdes. Se houver caracteristicas que levantem suspeitas, ¢ importante

realizar uma biopsia excisional (SOUTO; LIMA, 2024).

2.2.3 — Lesdes proliferativas com atipia

As lesdes proliferativas com atipia representam um importante grupo intermediario
entre alteracdes benignas e as neoplasias malignas in situ, compondo uma categoria de alto
risco para evolugdo para cancer invasivo (WHO, 2019; HARTMANN et al., 2005). Nesse grupo
destacam-se trés entidades principais: Hiperplasia Ductal Atipica (HDA), Hiperplasia Lobular
Atipica (HLA) e o Carcinoma Lobular in situ (CLIS). Todas tém relevancia clinica porque
indicam uma maior probabilidade de transformagao neoplédsica subsequente, justificando
acompanhamento rigoroso e, em alguns casos, intervencao cirdrgica ou quimioprevencao
(HARTMANN et al., 2005; KADER et al., 2018).

A HDA ¢ uma proliferacao clonal de células epiteliais ductais, com padrao citologico e
arquitetural semelhante ao CDIS, porém limitada em extensdo ou complexidade (WHO, 2019).
Para diferenciar HDA de CDIS, critérios quantitativos sdo essenciais: HDA geralmente ¢
restrita a <2 mm ou a < 2 espacos ductais totalmente envolvidos (KADER et al., 2018). Estudos
de coorte demonstram que mulheres com diagndstico de HDA apresentam risco relativo 4 a 5
vezes maior de desenvolver cancer de mama invasivo (HARTMANN et al., 2005).

A Hiperplasia Lobular Atipica (HLA) e o CLIS pertencem ao mesmo espectro

histopatologico, caracterizado por proliferacdo de células lobulares monomorficas e nao
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coesivas, que preenchem parcial ou totalmente os 16bulos mamarios (WHO, 2019; BROT et al.,
2017). A distingao entre HLA e CLIS ¢ quantitativa, HLA ocupa parte de um ou mais lobulos
(geralmente < 50% do 16bulo) e o CLIS ocupa todo ou quase todo o 16bulo ou unidade ducto-
lobular terminal (WHO, 2019). Ambos sdo marcadores de risco e lesdes precursoras,
associando-se a um risco relativo 4 a 10 vezes maior de carcinoma invasivo, que pode ocorrer
em ambas as mamas, sendo frequentemente multicéntrico e bilateral (HARTMANN et al.,
2005; BROT et al., 2017).

Historicamente, o CLIS era visto apenas como um marcador de risco, mas evidéncias
mostram que alguns subtipos, como o CLIS pleomorfico, podem apresentar comportamento
biologico mais agressivo, aproximando-se de um carcinoma in situ verdadeiro e justificando,
em alguns casos, resseccao mais ampla (KADER et al., 2018; LI et al., 2021).

Para a HDA, a principal preocupagdo ¢ o subdiagnostico de carcinoma ductal in situ ou
invasivo, razdo pela qual excisdo cirurgica complementar ¢ recomendada apods bidpsia
percutanea (WHO, 2019). A taxa de “upstaging” chega de 20% a 40% (KADER et al., 2018).
Para HLA e CLIS, o manejo ¢ mais individualizado. Se a biopsia percutanea mostra HLA/CLIS,
mas a correlagdo radioldgica é discordante ou se ha margens comprometidas, a excisdo cirtirgica
também ¢ indicada (BROT et al., 2017; LI et al., 2021). Em situagdes em que a area suspeita ¢
completamente removida e bem correlacionada com a imagem, pode-se adotar vigilancia ativa,
discutindo caso a caso em reunido multidisciplinar. Além disso, mulheres com HLA ou CLIS
podem se beneficiar de quimiopreveng¢do com tamoxifeno ou inibidores de aromatase, que
demonstrou reducdo significativa do risco de cancer invasivo subsequente (KADER et al.,
2018).

Mulheres diagnosticadas com HDA, HLA ou CLIS devem ser estratificadas como de
risco elevado e acompanhadas com mamografia anual. A ressonancia magnética pode ser
considerada em casos selecionados, especialmente se houver histéria familiar de cancer de

mama ou mamas densas (LI et al., 2021; KADER et al., 2018).

2.2.4 — Lesoes benignas diversas

Os lipomas sdo tumores benignos, frequentemente unicos, formados por células de
gordura maduras, os quais ndo apresentam caracteristicas histologicas de tecido mamario.
Aparecem como massas sem dor e bem definidas. Clinicamente, pode ser desafiador diferenciar
lipomas de outras condi¢des. Essas lesdes precisam ser removidas cirurgicamente se houver

incerteza no diagnostico, caso continuem a se ampliar ou crescam de forma acelerada. Para
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lesdes que sao menos graves, a bidpsia excisional geralmente ¢ a opcao preferida. Nao ha
elevacao do risco de cancer de mama (SOUTO; LIMA, 2024).

A necrose adiposa ou esteatonecrose ¢ causada por um trauma ou uma cirurgia anterior.
Pode ter aspectos fisicos parecidos com os de um cancer maligno. Na ultrassonografia, aparece
com a aparéncia de um complexo solido-cistico, enquanto na mamografia exibe uma imagem
tipica com calcificacdes grandes e distroficas. Apods a confirmagao do diagnodstico, ndo eleva o
risco de cancer de mama e nfo necessita de monitoramento especifico (FERNANDES; SA,
2019).

A sarcoidose se manifesta como nddulos rigidos em individuos que tém
comprometimento sist€émico devido a doenga. Na mamografia, as imagens podem ser
preocupantes, mostrando nddulos irregulares, pouco delimitados, com bordas espiculadas e
solidas quando observados em ultrassonografia. A confirmag¢do do diagndstico depende da
realizacdo de uma bidpsia. Nao se observa um aumento no risco de cancer de mama (SOUTO;
LIMA, 2024).

O tumor phyllodes apresenta caracteristicas clinicas semelhantes as do fibroadenoma,
mas se destaca por seu tamanho maior e crescimento acelerado. A faixa etdria em que ocorre
varia entre 30 e 50 anos. Essas lesdes sdo fibroepiteliais proliferativas, apresentando um
estroma com maior celularidade. Elas se dividem em trés categorias: benigna, borderline e
maligna, com a classificacdo dependendo do nimero de mitoses e da celularidade do estroma.
A complicacdo mais comum € a recorréncia na mesma area. Mesmo com os melhores
procedimentos cirargicos, ¢ sabido que os tumores filoides t€m uma taxa de recorréncia local
que varia conforme o grau do tumor. Os tumores que voltam a aparecer sdo abordados com
cirurgia e/ou radioterapia, visando evitar novas recorréncias e a necessidade de mais
intervengoes cirurgicas (BAGNOLI et al., 2017; SIEGEL; CHUNG, 2017).

Hamartomas s3o tumores ndo cancerosos, frequentemente chamados de
fibroadenolipomas, lipofibroadenomas ou adenolipomas. Eles contém diferentes proporcdes de
tecido glandular, adiposo e fibroso (SOUTO; LIMA, 2024). Aparecem como massas discretas
e encapsuladas, descritas como “mama dentro da mama”, que ndo causam dor, podendo ser
sentidas ou descobertas acidentalmente durante mamografias de triagem. Assim, a maioria dos
hamartomas identificados em exames de rastreamento pode ser monitorada de forma segura.
Contudo, por ndo apresentarem caracteristicas diagndsticas claras na bidpsia, hamartomas que
causam sintomas ou que apresentam resultados inconclusivos precisam ser removidos por meio

de cirurgia (MAHMOUD et al., 2021).
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A mastopatia diabética representa uma condi¢cdo nao maligna que ¢ frequentemente
identificada em mulheres na fase pré-menopausal, com idades entre 20 e 40 anos, que possuem
diabetes mellitus tipo 1 prolongado e suas complicagcdes. Também ¢ observada em mulheres
com diabetes tipo 2 e em homens. Para os pacientes que ndo t€ém diabetes, essa condi¢ao ¢
comumente chamada de mastite linfocitica ou mastopatia linfocitica. Ela ¢ considerada rara e
sua causa nao ¢ bem compreendida, podendo sugerir uma resposta autoimune, uma vez que
suas caracteristicas histologicas se assemelham as vistas em outras doengas autoimunes
(AGOCHUKWU; WONG, 2017). O quadro clinico tipico envolve a presenga de massas
mamarias que aparentam ser suspeitas, mal definidas, sem dor e moveis (GUZIK et al., 2021).
Essas massas podem ser Uinicas ou multiplas, afetar um ou ambos os lados e englobar todos os
quadrantes da mama, sem afetar a axila (GUZIK et al., 2021; NASSER et al., 2020). Para
confirmar o diagndstico, ¢ recomendado realizar uma bidpsia com orientacdo por imagem. A
cirurgia ¢ necessaria caso a bidpsia ndo forneca resultados conclusivos ou se os achados ndo
corresponderem as imagens. Em situagdes de pacientes sem sintomas, € apds o diagndstico ja
ter sido confirmado, a excisao nao se faz necessaria, podendo ser indicada apenas para aqueles
que apresentam sintomas. O monitoramento ¢ essencial, pois pode haver o surgimento de novas
lesdes ou a reincidéncia apos a cirurgia (AGOCHUKWU; WONG, 2017).

A mastite granulomatosa idiopatica se caracteriza por uma inflama¢do na mama que
apresenta sintomas e sinais de imagem que podem ser similares a mastite ndo puerperal,
abscesso mamario ou, com mais frequéncia, a um cancer. Para se fazer o diagnostico correto, ¢
necessario realizar uma biopsia (DIXON; KHAN, 2011). Ja as infecgdes mamarias, que
incluem a mastite puerperal e os abscessos, ocorrem com maior frequéncia durante o periodo
de amamentagdo. A mastite ndo puerperal ¢ menos frequente e pode estar relacionada com
fatores como tabagismo ou ectasia dos ductos mamarios (AMIR et al., 2021).

Compreender as doengas benignas da mama ¢ essencial para a pratica clinica, pois essas
condicdes representam a forma mais frequente de alteracdes mamarias e sdo responsaveis por
grande parte das consultas, exames e procedimentos diagnosticos realizados na rotina
ginecologica e mastologica. Além de serem comuns, algumas dessas lesdes benignas possuem
relevancia adicional por estarem associadas a um risco aumentado de evolugdo para o cancer
de mama. Assim, conhecer em profundidade as doengas benignas da mama ndo apenas
possibilita o manejo adequado de alteracdes funcionais e a redugdo de procedimentos

desnecessarios, mas também ¢ fundamental para identificar precocemente mulheres em grupos
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de risco aumentado para cancer de mama, orientando estratégias de prevencao, rastreamento e

diagndstico precoce.

2.3 — Consideracdes gerais sobre cincer

O cancer ¢ definido como um grupo heterogéneo de doengas que tém como
caracteristica central a proliferacao celular desordenada, invasiva e potencialmente metastatica,
resultante de alteragdes genéticas e epigenéticas acumuladas nas células ao longo do tempo
(HANAHAN, 2022).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2022, estima-se que houve 20
milhdes de novos casos de cancer e 9,7 milhdes de mortes. O numero estimado de pessoas que
sobreviveram até 5 anos apds o diagnostico de cancer foi de 53,5 milhdes. Cerca de uma em
cada cinco pessoas desenvolve cancer ao longo da vida e aproximadamente um em cada nove
homens e uma em cada doze mulheres morrem da doenga (WHO,, 2024).

Os tipos de cancer mais incidentes variam de acordo com a regido, fatores
socioeconomicos ¢ habitos de vida. Globalmente, os canceres de pulmao, mama, colorretal,
prostata e estomago estdo entre os mais frequentes (BRAY et al., 2024). No entanto, ha
marcantes desigualdades regionais: em paises de baixa e média renda, o acesso restrito a
diagndstico precoce e tratamento adequado contribui para taxas de mortalidade
proporcionalmente mais elevadas (SUNG et al., 2021).

Do ponto de vista etiologico, a carcinogénese (Figura 2) € um processo multifatorial e
inclui a iniciagdo, promog¢do e progressdo, reguladas por mutagdes em oncogenes, genes
supressores tumorais e alteracdes no microambiente tumoral (HANAHAN, 2022). A exposi¢ao
prolongada a agentes carcinogénicos, como tabagismo, dieta inadequada, consumo de alcool,
radiagdes ionizantes e infecgdes cronicas por virus oncogénicos (HPV - Papilomavirus
Humano; virus da hepatite B e virus da hepatite C), esta associada a aproximadamente 40% dos
casos de cancer (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). Além dos fatores ambientais ¢
comportamentais, predisposicdes genéticas, mutagdes germinativas hereditarias e
polimorfismos de susceptibilidade também desempenham papel importante (GARRAWAY;
VERWEIJ; BALLMAN, 2013).

O cancer resulta de uma sucessdo de alteracdes que conferem vantagens seletivas as
células tumorais. Hanahan e Weinberg (2011) descreveram os “marcos do cancer” (Hallmarks
of Cancer), que incluem capacidades adquiridas como a evasdo da morte celular programada,

sustentacdo de sinalizagdo proliferativa, indu¢do de angiogénese, ativagdo de invasdo e
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metastase, entre outros. Estudos destacam novas dimensoes, como a influéncia do microbioma,
o papel da inflamagdo cronica e a plasticidade celular como fatores criticos na progressao

tumoral (HANAHAN, 2022).

Figura 2 — Etapas da carcinogénese
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Fonte: Reproduzido de LIMA; BELIAN; SILVA, 2024, sob termos ¢ condigdes da licenca

Brazilian Journals Editora.

No campo do diagndstico, os avangos em biologia molecular, gendmica e tecnologias
de imagem tém permitido detec¢do mais precoce e caracterizagdo mais precisa dos tumores
(WAN et al., 2017). A bidpsia liquida, que avalia DNA (4cido desoxirribonucleico) tumoral
circulante, exossomos e células tumorais circulantes, emerge como ferramenta promissora para
rastreamento, estadiamento dindmico e monitoramento de resposta terapéutica (SIRAVEGNA
etal., 2017).

Em relacdo a prevengao, estratégias de redugao de risco, como politicas de controle do
tabagismo, vacinagao contra HPV e hepatite B, triagem organizada para cancer de colo de ttero,
mama e colorretal, e promoc¢ao de estilos de vida saudédveis, sio medidas comprovadamente
eficazes para reduzir a incidéncia de certos tipos de cancer (WILD; WEIDERPASS;
STEWART, 2020).

Contudo, o controle global do cancer ainda enfrenta desafios complexos. Barreiras

socioeconomicas, disparidades regionais, estigmas culturais e desigualdade no acesso a
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tecnologias inovadoras, dificultam a equidade no cuidado oncoldgico (SUNG et al., 2021).
Assim, além dos avancos biomédicos, politicas publicas de saude, educacdo comunitaria e
fortalecimento dos sistemas de satde sdo essenciais para enfrentar a crescente carga global da
doenca.

Apos compreender o conceito amplo de cancer, torna-se essencial aprofundar o estudo
sobre o cancer de mama, que permanece como a neoplasia maligna mais incidente entre as
mulheres, sendo responsavel por elevada taxa de morbimortalidade, apesar dos avangos nos
métodos de rastreamento, diagnostico e tratamento (HARBECK et al., 2019). Dessa forma,
investigar as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, moleculares e os fatores de risco
especificos do cancer de mama ¢ imprescindivel para a construcdo de estratégias eficazes de
prevencdo, diagndstico precoce e terapéutica personalizada, que contribuam para reduzir o

impacto social e econdmico dessa doenga.

2.4 — Cancer de mama

2.4.1 — Definicao e estatisticas

O cancer de mama ¢ definido como uma doenga em que células anormais nas mamas se
multiplicam desordenadamente, formando um tumor maligno com potencial de invadir outros
tecidos e orgdos. E o tipo de céncer mais incidente entre as mulheres em todo o mundo,
representando aproximadamente 25% de todos os casos novos (SUNG et al., 2021). Em
contrapartida, o cancer de mama masculino € raro, representando cerca de 1% de todos os casos
da doenga. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, 2,3 milhdes de casos foram
diagnosticados ¢ 670 mil mortes ocorreram globalmente em 2022 (WHOy, 2024). No Brasil,
excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama ¢ o mais incidente em mulheres
de todas as regides, com taxas mais altas nas regides sul e sudeste. Para cada ano do triénio de
2023 a 2025, foram estimados mais de 73 mil casos novos, o que representa uma taxa ajustada

de incidéncia de 41,89 casos por 100 mil mulheres (INCA, 2024).

2.4.2 — Pré e p0s menopausa

Esta doenca apresenta diferencas marcantes entre mulheres na pré e na pds-menopausa
quanto a distribuigdo, fatores associados e impacto em satide publica. Globalmente, em 2018,
cerca de 30% dos casos e 21% das mortes por cancer de mama ocorreram em mulheres na pré-

menopausa (idade <50 anos), propor¢ao significativamente maior em paises de baixa e média
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renda, enquanto paises de alto desenvolvimento humano concentram a maior carga de cancer
de mama pos-menopausa (HEER, et al., 2020). A incidéncia do céncer de mama pos-
menopausa ¢ substancialmente mais elevada em paises desenvolvidos e esta fortemente
associada a fatores como obesidade, sedentarismo, consumo de dlcool, uso de terapia hormonal
€ maior acesso a programas de rastreamento. Em contraste, o aumento da incidéncia do cancer
de mama pré-menopausa, observado principalmente em paises de alta renda, parece estar
relacionado a mudangas nos padrdes reprodutivos, como menor nimero de filhos e maternidade
tardia, além de possiveis efeitos do rastreamento em idades mais jovens. Apesar de menor
incidéncia absoluta, o cancer de mama pré-menopausa apresenta maior dificuldade diagndstica
e maior letalidade em paises menos desenvolvidos, refletindo desigualdades no acesso ao
diagndstico precoce e ao tratamento, o que refor¢a a necessidade de estratégias diferenciadas
de prevencao, deteccdo e cuidado conforme o status menopausal e o contexto socioecondmico

(HEER, et al., 2020).

2.4.3 — Prevencao

Dada a sua alta carga de morbimortalidade, estratégias de prevencao sao fundamentais
para reduzir a incidéncia, mortalidade e impacto socioecondmico (WHO, 2020). A prevencao
envolve intervengdes sobre fatores de risco modificaveis para reduzir a probabilidade de
surgimento da doenca. Diversos fatores de risco comportamentais € ambientais estao associados
ao cancer de mama, incluindo, o consumo de bebidas alcoolicas, mesmo em niveis moderados,
aumenta o risco de cancer de mama em até 7% a 10% para cada 10 g/dia de etanol ingerido
(SCOCCIANTTI et al., 2016; LOCONTE et al., 2018). A obesidade e sobrepeso, especialmente
em mulheres na pés-menopausa, esta associada a um aumento de até 30% no risco relativo, em
fun¢do da producdo periférica de estrogénio no tecido adiposo (LAUBY-SECRETAN et al.,
2016; HURSTING et al., 2012). Quanto ao sedentarismo, sabe-se que niveis adequados de
atividade fisica reduzem o risco em 10% a 20%, sobretudo em mulheres na pés-menopausa
(FRIEDENREICH et al., 2016; ROCK et al., 2020). Além dos fatores comportamentais, a
terapia de reposicao hormonal prolongada (>5 anos) eleva o risco de cancer de mama invasivo,
especialmente quando se utiliza uma combinagdo de estrogénio e progesterona
(COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST CANCER, 2019).

As estratégias de prevencdo incluem a promocdo de atividade fisica regular, com
recomendacdo minima de 150 minutos de atividade moderada por semana (WHO, 2020),

aconselhamento para redugdo ou cessacdo do consumo de alcool, promocdo de dieta
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equilibrada, rica em vegetais, frutas e fibras, embora as evidéncias sobre dieta isolada sejam
ainda limitadas para redug¢do do risco (ROCK et al., 2020), controle do peso corporal,
especialmente em mulheres na menopausa e evitar terapia de reposi¢do hormonal prolongada,
quando possivel. Além disso, o autoconhecimento das mamas pode auxiliar na conscientiza¢ao
corporal e facilitar o diagndstico precoce, principalmente em paises com menor cobertura de
rastreamento (HACKSHAW; PAUL, 2003) e o exame clinico das mamas, realizado por
profissional capacitado, também ¢ uma estratégia complementar em locais com acesso limitado
a mamografia, que por sua vez, ¢ o0 método mais eficaz de rastreamento para detecgdo precoce

do cancer de mama em mulheres assintomaticas (WHO, 2020).

2.4.4 — Sinais e sintomas

O cancer de mama, quando em estagio inicial, pode ser assintomatico. No entanto, a
medida que a doenca evolui, sinais e sintomas tornam-se mais evidentes. O sinal clinico mais
comum ¢ a presenga de nddulo palpavel, geralmente indolor, firme, irregular e de crescimento
progressivo. Aproximadamente 80% das mulheres que recebem diagndstico de cancer de mama
percebem um nodulo durante o autoexame ou exame clinico de rotina (SIU, 2016).

Conforme apresentado na Figura 3, além do nodulo, existem outros sinais e sintomas
que merecem atencao. Alteragdes cutaneas, como retratagdo da pele, aspecto de casca de laranja
(peau d’orange) devido ao edema linfatico, ulceragdo em casos avangcados (RAKHA et al.,
2010); alteragdes no complexo aréolo-mamilar, como inversdo do mamilo, descamac¢do ou
secrecao mamilar, que pode ser serossanguinolenta (GUPTA; MENDELSON; KARST, 2020)
e dor mamaria, que ¢ incomum em fases iniciais, mas pode ocorrer, principalmente em tumores
localmente avancados ou inflamatorios (CARDOSO et al., 2019).

Sinais sistémicos, como perda de peso, dor 6ssea, dispneia ou sintomas neuroldgicos,
podem indicar metastases a distancia, sendo mais comuns em estagios avangados (CARDOSO
et al., 2019). Portanto, o reconhecimento precoce dos sinais clinicos, associado ao rastreamento
sistematico, permanece essencial para o diagndstico em fases iniciais, quando as taxas de cura
sdo mais elevadas (TABAR et al., 2011).

Uma das principais prioridades da Politica Nacional de Saude ¢ a identificagdo precoce
do cancer de mama através de estratégias planejadas voltadas para o controle, rastreamento e
diagnostico antecipado (GEBRIM, 2016). As orientagdes para a identificagdo precoce do cancer
de mama no Brasil foram desenvolvidas com base na organizacao de evidéncias provenientes

de pesquisas cientificas, alinhadas a Lei n® 12. 401/2011, ao Decreto n® 7. 508/2011 e a Politica
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Nacional de Gestdo de Tecnologias em Saude, constituindo um avango significativo na
solidificacdo da pratica de criacdo de documentos técnicos e politicas publicas baseadas em

evidéncias (BRASIL, 2013; GEBRIM, 2016).

Figura 3 — Sinais e sintomas do cancer de mama
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Fonte: Reproduzido de Ministério da Satde, 2022, sob termos e condi¢des da licenga Creative
Commons Atribuicdo Sem Derivagoes 3.0 Nao Adaptada

(https://creativecommons.org/licenses/by-nd/3.0/deed.en)

2.4.5 — Diagnéstico

A deteccdo precoce, por meio de rastreamento mamografico e exames clinicos, ¢
essencial para o diagndstico em estagios iniciais, quando as taxas de sobrevida sdo mais
elevadas. A mamografia tem impacto significativo na redugéo da mortalidade (TABAR et al.,
2011). Atualizacao recente do Ministério da Satide garante via SUS, a realizagdo deste exame
em mulheres de 40 a 74 anos (BRASIL, 2025). A ultrassonografia complementa a mamografia,
especialmente em mamas densas (BERG et al., 2008). A ressonancia magnética mamaria, por
sua alta sensibilidade, ¢ indicada para rastreamento em populagdes de alto risco, como

portadoras de mutacdes BRCA1/2 (breast cancer 1/2) (SASLOW et al., 2007). Tecnologias
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emergentes como tomossintese mamaria digital (mamografia 3D), fotoacustica, tomografia por
emissao de positrons, elastografia, tomografia de fluorescéncia e inteligéncia artificial aplicada
a analise de imagens tem mostrado potencial para aumentar a detecgdo e reduzir falsos positivos
(FUNARO; ATAYA; NIELL, 2021). Porém, essas técnicas apresentam limitagdes, podendo
obter resultados falso-positivos ou falso-negativos. J& o diagnostico histologico do cancer de
mama ¢ feito através do estudo anatomopatologico. No entanto, disparidades socioecondmicas
e regionais afetam o acesso a deteccao precoce, impactando os desfechos (BRAY et al., 2024).

Com ampla variagdo morfoldgica, genética e comportamental, o cancer de mama
necessita de classificagdes clinicas, histoldgicas e moleculares para guiar diagnostico,

progndstico e conduta terapéutica (RAKHA et al., 2010).

2.4.6 — Classificacao histologica

A classificacao histologica do cancer de mama ¢ baseada nos padrdes morfologicos
identificados na bidpsia, de acordo com a classificacdo da OMS (WHO, 2019).

O primeiro tipo histologico que serd descrito ¢ o CDIS pois ele ¢ considerado um
precursor direto do carcinoma ductal invasivo, sendo classificado como uma lesdo de alto risco,
embora sua evolugdo para cancer invasivo nem sempre seja obrigatéria (BURSTEIN et al.,
2004). E uma neoplasia intraepitelial ndo invasiva, caracterizada pela proliferacdo clonal de
células malignas restritas ao sistema ductal mamario, sem invasdo da membrana basal (WHO,
2019). Representa cerca de 20% a 25% das lesdes de mama diagnosticados em programas de
rastreamento, especialmente em mulheres assintomaticas (SIZIOPIKOU, 2013). O CDIS foi
amplamente identificado com o advento da mamografia de rastreamento, resultando em um
aumento significativo na detec¢ao de casos em estagios iniciais (NAROD et al., 2015).

Os tipos histologicos do cancer mais comuns incluem o carcinoma ductal invasivo de
tipo ndo especial, também conhecido como carcinoma ductal invasivo de tipo comum, que
representa cerca de 70% a 80% dos casos. E caracterizado por formagao de tibulos ou massas
solidas invasivas, originadas dos ductos mamarios (RAKHA et al., 2010). A Figura 4 mostra a
formacao deste tipo de cancer.

Ja o carcinoma lobular invasivo ¢ o segundo mais frequente e representa cerca de 10%
a 15% dos casos. Origina-se dos lobulos mamarios e apresenta padrao de células pequenas,

uniformes, com infiltracao linear (CIRIELLO et al., 2015).
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Figura 4 — Processo de formagao do carcinoma ductal invasivo

Mormal cells

Fonte: Reproduzido de Sociedade Beneficente Israelita Brasileira Albert Einstein, 2017.

Licenca concedida pela instituigao.

Os tipos histologicos menos comuns incluem o carcinoma inflamatério da mama, que
constitui uma forma rara (1% a 5% dos casos), mas altamente agressiva, caracterizada por
aumento difuso da mama, hiperemia, edema e calor local, simulando uma mastite, sendo
responsavel por atrasos diagnoésticos devido a semelhanga clinica com processos benignos
(DAWOOD; CRISTOFANILLI, 2011); a condi¢do conhecida como doenca de Paget do
mamilo, que se inicia nos canais dos seios e se propaga para a pele do mamilo, avangando em
seguida para a aréola. E uma condi¢do pouco comum, representando apenas de 1% a 3% de
todos os casos de cancer de mama. Normalmente, afeta somente um mamilo e, na maioria das
vezes, estd associada ao carcinoma ductal in situ ou ao carcinoma ductal invasivo (SCARDINA

et al., 2022); os sarcomas mamarios representam menos de 1% de todos os tipos de cancer de
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mama sendo que o angiossarcoma se origina nas cé¢lulas que cobrem os vasos sanguineos ou
linfaticos. Ele pode afetar o tecido do seio ou a pele da regido toracica (HE et al., 2023); e os
outros tipos especiais incluem, o carcinoma tubular, mucinoso, medular, papilifero e
metapléasico, que, embora mais raros, possuem caracteristicas clinicas e prognoésticas distintas
(WHO, 2019).

Ha também o carcinoma metastatico que ¢ capaz de afetar tecidos proximos e se espalhar
para diferentes 6rgdos, mostrando uma ampla gama de caracteristicas morfoldgicas e subtipos
histolégicos com diferentes propriedades clinicas e patoldgicas. E necessario contar com
profissionais altamente qualificados para realizar o diagnodstico por meio de mamografia e
ultrassonografia, uma vez que possuem uma aparéncia indefinida (SHARMA et al., 2010;
POLYAK, 2007).

A histologia fornece informagdes importantes sobre comportamento bioldgico.
Tumores especiais, como os tipos tubular e mucinoso, tendem a ter prognéstico mais favoravel

(RAKHA et al., 2010).

2.4.7 — Estadiamento

O sistema globalmente adotado para o estadiamento do cancer de mama ¢ o TNM (tumor
primario [T], linfonodos regionais [N], metastases a distancia [M]), que foi criado em 1959 pelo
American Joint Committee for Cancer (AJCC). O sistema TNM esta sempre sendo atualizado
com base nas recomendagdes de um grupo de especialistas em cancer de mama e de
representantes da AJCC. Os estagios atuais sdo 0, IA, 1B, ITIA, 1IB, IIIA, HIB, IIC e IV
(GIULIANO et al., 2017).

A classificacao do cancer patolédgico (p) referente ao T inclui, TX onde o tumor primario
nao pode ser avaliado; TO, ndo ha indicios de tumor primario; Tis (DCIS), carcinoma ductal in
situ (DCIS); Tis (Paget), doenca de Paget do mamilo sem associagdo com carcinoma invasivo
e/ou DCIS no tecido mamario subjacente; T1, tumor com até 20mm na maior dimensdo; T2,
tumor maior que 20mm, mas igual ou inferior a 50mm na maior dimensao; T3, tumor maior
que 50mm na maior dimensdo; e T4, tumor de qualquer tamanho que se estende a parede
toracica e/ou a pele (com tulceras ou nddulos visiveis) (GIULIANO et al., 2017).

Em relacdo ao N, existem as seguintes defini¢des, NX, quando ndo se pode avaliar os
linfonodos regionais (por exemplo, se eles ndo foram removidos para anélise patologica ou se
ja foram removidos anteriormente); NO, quando ndo se encontra linfonodo regional com

metastases identificadas ou quando apenas ha células tumorais isoladas; N1, que refere-se a
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micro metastases ou a presenca de metastases em 1 a 3 linfonodos axilares e/ou linfonodos
mamarios internos que sao clinicamente negativos, mas apresentam micro ou macro metastases
identificadas por bidpsia do linfonodo sentinela; N2, que indica metastases em 4 a 9 linfonodos
axilares ou linfonodos mamarios internos ipsilaterais positivos por imagem, mas na auséncia
de metastases nos linfonodos axilares; N3, que se refere a metastases em 10 ou mais linfonodos
axilares, ou em linfonodos infra claviculares (nivel III axilar) ou linfonodos mamarios internos
ipsilaterais positivos por imagem, além de um ou mais linfonodos axilares positivos dos niveis
I e II, ou em mais de 3 linfonodos axilares com micro ou macro metastases identificadas por
biopsia de linfonodo sentinela em linfonodos mamarios internos ipsilaterais que sao
clinicamente negativos ou em linfonodos supra claviculares ipsilaterais (GIULIANO et al. ,
2017).

As classificagdes de M sdo, M0, quando ndo ha evidéncia clinica ou por imagem de
metastases; M1, quando sdo detectadas metastases distantes através de métodos clinicos e de
imagem e/ou metastases histologicamente confirmadas que ultrapassam 0,2 mm (GIULIANO
et al., 2017).

No que se refere aos canceres de mama, o sistema semi-quantitativo de avaliagdo
histologica da gravidade da doenga, desenvolvido por Bloom e Richardson em 1957 e depois
alterado por Elston e Ellis, considera trés aspectos: indice de divisdo celular, variacdo no nucleo
celular e a presenca de formacao de tubos. Cada um desses trés aspectos recebe uma nota de 1
a 3, sendo que 1 representa a condi¢ao mais normal. Com base na pontuagao total do tumor, ele
¢ classificado como grau 1, grau 2 ou grau 3. Cancer de mama de grau elevado tende a
apresentar recidivas e metastases em estagios iniciais, a0 passo que pacientes com tumores de
grau baixo costumam ter resultados clinicos mais favoraveis (VUONG et al., 2014; GIULIANO
et al., 2017).

2.4.8 — Classificacao molecular

Na virada do século XXI, Perou e colaboradores (2000) introduziram a classificacao
molecular do cancer de mama baseada em perfis de expressao génica, o que revolucionou a
compreensdo da biologia da doenga. Para entender esta classifica¢do, ¢ importante compreender
sobre os receptores hormonais e marcadores moleculares no cancer de mama.

A avalia¢do do perfil de receptores hormonais e marcadores moleculares ¢ um dos
pilares no diagnostico, prognostico e escolha terapéutica no cancer de mama (HARBECK et

al., 2019). A presen¢a ou auséncia de receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona
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(PR), Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 ou receptor epidermal humano 2 (HER2)
e o indice proliferativo Ki-67 permitem classificar tumores em subtipos moleculares, orientar
o uso de terapias enddcrinas ou alvo-dirigidas, além de estimar o risco de progressdo e recidiva
(COATES et al., 2015). Atualmente, a imuno-histoquimica (IHQ) ¢ o método padrdo para
deteccdo desses biomarcadores em amostras de tecido tumoral, sendo recomendada por
diretrizes internacionais como da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO/CAP)
(ALLISON et al., 2020).

O receptor de estrogénio (ER) ¢ uma proteina nuclear que atua como fator de
transcri¢do, modulando a expressdo génica em resposta a ligagcao do estrogénio (HARBECK et
al., 2019). Cerca de 70% dos canceres de mama invasivos expressam ER positivamente, sendo
classificados como tumores hormonio-dependentes (COATES et al., 2015). A presenca de ER
esta associada a prognoéstico mais favoravel e € critério fundamental para indicacdo de terapia
enddcrina adjuvante, como tamoxifeno (para pré e pds-menopausa) ou inibidores da aromatase
(principalmente em pos-menopausa) (BURSTEIN et al., 2019). O status do ER ¢ relatado como
proporc¢ao de células positivas e intensidade de coloragdo, geralmente usando o Allred score ou
o percentual direto. Tumores ER negativos tendem a ser mais agressivos € menos responsivos
a hormonioterapia (ALLISON et al., 2020).

O receptor de progesterona (PR) ¢ regulado pela via do receptor de estrogénio e, por
1sso, € considerado um marcador indireto de funcionalidade da via estrogénica (HARBECK et
al., 2019). A expressao de PR reforca a indicacdao de beneficio com a terapia hormonal, sendo
que tumores ER positivos, mas PR negativos, podem ter resposta mais limitada e
comportamento biologico mais agressivo (COATES et al., 2015). A avaliacdo do PR também
¢ feita por imuno-histoquimica, e seu status ¢ interpretado em conjunto com o ER para definir
estratégias terapéuticas (ALLISON et al., 2020).

O HER2 ¢ um membro da familia ErbB. Essa familia ¢ composta por quatro genes:
ErbB1 ou HER1, ErbB2 ou HER2, ErbB3 ou HER3 ¢ ErbB4 ou HER4 (WOLFF et al., 2023).
Trata-se de um proto-oncogene que ¢ um tipo de gene que, quando alterado, pode facilitar o
surgimento de cancer. O gene HER2 ¢ responsavel pela produgdo da proteina HER2, que ¢ um
receptor situado na membrana das células. O receptor HER2 estd ligado ao crescimento das
células epiteliais (WOLFF et al., 2023; SLAMON et al., 1987; WOLFF et al., 2023). A presenca
de certos receptores HER2 nas células ¢ normal, mas a super expressdo ou ampliacdo do gene
HER?2 resulta de uma mutagdo nesse gene, levando ao aumento do niamero de receptores HER2

na membrana celular e conferindo maior potencial de proliferagdao. Essa situacdo ocorre em
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aproximadamente 15% a 20% dos casos de cancer de mama, sendo associada a um progndstico
ruim, maior agressividade do tumor e um risco elevado de metastases (HARBECK et al., 2019).

O método atual para avaliar o HER2 por meio da imunohistoquimica se fundamenta na
intensidade e na propor¢do de coloracdo da membrana em um corte de 10%. Tumores que
apresentam acima de 10% das células com coloracdo intensa e completa na membrana sdo
classificados como escore 3+ (HER2 positivo). A coloracdo da membrana que ¢ fraca a
moderada, localizada em mais de 10% das células tumorais, recebe a classificagdo de escore 2+
(indeterminado) e ¢ posteriormente analisada com hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH)
ou hibridiza¢do in situ por cromatografia (CISH), utilizando fluorescéncia ou cromatografia
para a detec¢do e medi¢cdo do HER2 nas células cancerigenas. Tumores onde mais de 10% das
células apresentam coloracdo de membrana fraca ou quase invisivel sdo categorizados como
escore 1+ (HER2 negativo), enquanto aqueles que ndo mostram qualquer coloragdo ou em que
a colora¢do da membrana ¢ incompleta ou fraca em até 10% das células sdo classificados como
escore 0 (NASSAR; POOJA; CHIVUKULA, 2020). Apenas os canceres que mostram super
expressao do HER2 sdo indicados para tratamento com as medicagdes direcionadas
especificamente para esses receptores (WAKS; WINER, 2019).

Com o advento de terapias alvo-dirigidas, como trastuzumabe (Herceptin),
pertuzumabe, T-DM1 e inibidores de tirosina quinase (ex.: lapatinibe), transformou o cenario
clinico para pacientes HER2 positivos, melhorando significativamente a sobrevida livre de
progressao e a sobrevida global (WOLFF et al., 2023; MODI et al., 2020).

O Indice Proliferativo Ki-67 é uma proteina nuclear associada a proliferacdo celular,
presente em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase GO (DOWSETT et al., 2011). O
indice Ki-67 ¢ utilizado como marcador prognostico e preditivo, especialmente para distinguir
subtipos luminais A (Ki-67 baixo) e luminais B (Ki-67 alto), sendo um complemento a
avaliacdo de ER, PR e HER2 (DOWSETT et al., 2011; ALLISON et al., 2020). Altos niveis de
Ki-67 indicam taxa de crescimento mais rapida, maior risco de recidiva e, em alguns contextos,
podem justificar estratégias terapéuticas mais agressivas (COATES et al., 2015). Contudo,
ainda ha desafios na padronizagdo interlaboratorial da interpretagao do Ki-67, o que limita seu
uso isolado como fator decisivo (ALLISON et al., 2020).

A combinagdo de ER, PR, HER2 e Ki-67 possibilita classificar os tumores de mama em
quatro subtipos moleculares principais do cancer de mama, caracterizados e tipificados como

luminal A, luminal B, HER2 enriquecido e triplo negativo/basal-like, em que apresentam
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diferencas em relacdo a sua incidéncia, fatores de risco e com implicagdes diretas no

progndstico e na escolha terapéutica (PRAT et al., 2015; HARBECK et al., 2019).

2.4.8.1 — Luminal A

O luminal A ¢ o subtipo mais comum, representando cerca de 40% a 50% dos canceres
de mama (HARBECK et al., 2019). E definido por ER positivo, PR positivo, HER2 negativo,
Ki-67 baixo (<14%-20%). Tumores luminal A apresentam menor grau nuclear, menor taxa
proliferativa e progndstico favoravel, com altas taxas de sobrevida global e menor risco de
recidiva (PEROU et al., 2000; COATES et al., 2015; GOLDHIRSCH et al., 2013). O tratamento
de escolha ¢ predominantemente terapia enddcrina (ex.: tamoxifeno ou inibidores da
aromatase), sendo a quimioterapia indicada apenas em casos de maior risco clinico ou

anatomico (HARBECK et al., 2019).

2.4.8.2 — Luminal B
O luminal B corresponde a 10% a 20% dos casos e apresenta caracteristicas mais
agressivas que o luminal A (PEROU et al., 2000; COATES et al., 2015). E definido por ER
positivo, PR baixo ou ausente, Ki-67 elevado (>20%) e pode ser HER2 negativo ou positivo.
Esses tumores t€ém maior taxa de proliferacdo, grau histoldgico mais alto e pior prognostico em
comparag¢ao com o luminal A (HARBECK etal., 2019). O tratamento envolve terapia enddcrina
associada frequentemente a quimioterapia, além de terapia anti-HER2 quando o HER2 ¢ co-

expresso (COATES et al., 2015).

2.4.8.3 — HER2 enriquecido

O subtipo HER2 enriquecido representa cerca de 15% a 20% dos canceres de mama
(PEROU et al., 2000; WOLFF et al., 2023). E caracterizado por ER e PR negativos, HER2
super expresso/amplificado. Antes do advento das terapias anti-HER2, esses tumores estavam
associados a alto grau histologico, alta taxa de metastases e pior prognostico (SLAMON et al.,
1987). No entanto, o desenvolvimento de anticorpos monoclonais como trastuzumabe,
pertuzumabe e drogas conjugadas como T-DM1 transformou o cendrio clinico, resultando em
melhoras significativas na sobrevida livre de progressdo e na sobrevida global (MODI et al.,
2020; SWAIN et al., 2015). O tratamento padrdo combina quimioterapia e bloqueio HER2,
podendo incluir dupla inibigdo HER2 em casos avangados (WOLFF et al., 2023).
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2.4.8.4 — Triplo negativo

O cancer de mama triplo negativo (TNBC) (Basal-like) corresponde de 10% a 15% dos
casos sendo definido pela auséncia de ER, PR e HER2 (PEROU et al., 2000; BIANCHINI et
al., 2016). Molecularmente, muitos tumores triplos negativos apresentam caracteristicas do
subtipo basal-like, com expressdo de citoqueratinas basais (citoqueratinas 5 e 6 - CK5/6;
citoqueratina 14 - CK14) e Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)
(BIANCHINI et al., 2016). Esse subtipo ¢ associado a alto grau nuclear, proliferagdo celular
elevada e maior risco de metéstases precoces, especialmente para pulmao e sistema nervoso
central. Por nao expressarem alvos terapéuticos tradicionais, o tratamento baseia-se
predominantemente em quimioterapia citotoxica (HARBECK et al., 2019). Avangos incluem o
uso de inibidores de Poly (ADP-ribose) polimerase (PARP) em portadoras de mutagdes
BRCAI1/2 e imunoterapia com inibidores de checkpoint imunolégico (ex.: atezolizumabe) para
subgrupos com expressdo de PD-L1 (ligante 1 da morte programada-1) (BIANCHINI et al.,
2016; SCHMID et al., 2018).

2.4.8.5 — Demais subtipos

Além dos subtipos classicos, estudos genomicos como o METABRIC (CURTIS et al.,
2012) e o The Cancer Genome Atlas (TCGA) (THE CANCER GENOME ATLAS
NETWORK, 2012), identificaram novos subgrupos com relevancia clinica potencial. Por
exemplo, subdivisdes do TNBC em claudina-low e subtipos imunomodulatorios, que podem
responder diferencialmente a imunoterapia (LEHMANN et al., 2011). A subtipagem molecular
fundamenta a decisdo terapéutica, orienta a estratificacdo progndstica e promove uma
abordagem individualizada, refor¢ando o conceito de medicina de precisao (HARBECK et al.,
2019). Além disso, novos estudos e técnicas como painéis multigénicos (ex.: Oncotype DX,
MammaPrint) vém refinando ainda mais a estratificacdao de risco, especialmente nos subtipos
luminais, ajudando a definir quando a quimioterapia ¢ ou ndo necessaria (COATES et al., 2015).

A Tabela 1 mostra os subtipos moleculares de cancer de mama de acordo com o perfil
imunoistoquimico.

A classificagao molecular tornou-se essencial para a estratificacao terapéutica, sendo
integrada a pratica clinica via IHQ para detec¢do de ER, PR, HER2 e Ki-67 como proxies dos
perfis de expressdo génica (HARBECK et al., 2019). A integragao entre dados histologicos,
moleculares e clinicos permite uma abordagem personalizada. Por exemplo, tumores HER2

positivos sdo candidatos a terapias alvo, enquanto pacientes com TNBC podem ser elegiveis
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para esquemas quimioterapicos intensificados ou protocolos com imunoterapia anti-PD-L1
(CORTES et al., 2020). Além disso, a pesquisa continua em biomarcadores emergentes, como
DNA tumoral circulante, exossomos ¢ miRNAs, pode futuramente refinar ainda mais a
classificagdo e o monitoramento terapéutico (WAN et al., 2017; MEO et al., 2017). Portanto,
compreender os tipos histoldgicos e subtipos moleculares do cancer de mama ¢ indispensavel
para individualizar o tratamento, prever resposta terapéutica e estimar prognostico, refletindo

os avangos da oncologia de precisdo na pratica clinica contemporanea.

Tabela 1 - Subtipos moleculares do cancer de mama.

Subtipo ER/PR i Prevaléncia  Progndstico

Molecular %
Luminal A ER+/PR+  HER2- Baixo 40%-50% Favoravel
(<14%-20%)
Luminal B ER+/PR+  HER2-ou  Alto (>20%) 10%-20% Intermediario a

ou PR baixo + desfavoravel
HER2- ER-/PR- HER2+ Elevado 15%-20% Desfavoravel
Enriquecido (com tratamento
dirigido
melhora muito)
Triplo ER-/PR- HER2- Muito 10%-15% Desfavoravel
Negativo elevado

2.4.9 — Tratamento

O tratamento do cancer de mama ¢ multimodal, sendo individualizado conforme estagio
clinico, subtipo molecular, perfil genético, estado geral da paciente e preferéncias pessoais
(HARBECK et al., 2019; WAKS; WINER, 2019). A cirurgia ¢ a principal modalidade curativa
para doenga localizada. As opg¢des incluem a cirurgia conservadora da mama, como a
setorectomia ou quadrantectomia, indicada quando ha possibilidade de margens livres e bom
resultado estético (FISHER et al., 2002); a mastectomia total, recomendada em casos de
tumores extensos, multicéntricos, carcinoma inflamatério ou recidivas locais (ASBrS, 2024); e
o esvaziamento axilar ou bidpsia do linfonodo sentinela, que sdo realizados para estadiamento
linfatico, sendo este ultimo preferido para reduzir morbidades como linfedema (GIULIANO et
al., 2011).

A radioterapia ¢ indicada para reduzir risco de recidiva local, sendo obrigatoria apos
cirurgia conservadora. Também pode ser recomendada apds mastectomia em casos com
linfonodos comprometidos ou margens proximas (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS'
COLLABORATIVE GROUP, 2005).
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Ja as terapias sistémicas incluem a hormonioterapia, indicada para tumores ER positivo
/ PR positivo, utilizando tamoxifeno (pré-menopausa) ou inibidores de aromatase (pds-
menopausa) (BURSTEIN et al., 2019); a quimioterapia que ¢ aplicada no contexto
neoadjuvante para reduzir o tamanho tumoral pré-cirurgia ou adjuvante para eliminar
micrometastases ou doenga metastatica, sendo esta modalidade de tratamento definido pelo
subtipo, estagio e comorbidades (HARBECK et al., 2019); a terapias-alvo para tumores HER2
positivo, que s3o empregadas drogas como trastuzumabe, pertuzumabe, T-DMI1 e,
trastuzumabe deruxtecano (MODI et al., 2020); e a imunoterapia onde pacientes com TNBC
com expressao de PD-L1 podem se beneficiar de imunoterapia com inibidores de checkpoint,
como atezolizumabe ou pembrolizumabe (SCHMID et al., 2018; CORTES et al., 2020).

Os tratamentos de suporte incluem o manejo da dor, o controle de efeitos adversos, o
suporte psicossocial e cuidados paliativos, visando qualidade de vida (REICH, 2008). Além dos
desafios biomédicos, o cancer de mama impde impacto significativo na satide mental, qualidade
de vida e reinsercdo social das mulheres acometidas. O diagnostico pode desencadear
ansiedade, depressao e alteragdes na autoimagem corporal (FANN et al., 2008). Intervengdes
psicossociais, suporte familiar e grupos de apoio sdo estratégias essenciais para o enfrentamento
da doenca e adesdo ao tratamento (KOCH et al., 2014). O acompanhamento multiprofissional,
envolvendo equipe de enfermagem, psicdlogos, nutricionistas e fisioterapeutas, ¢ determinante
para minimizar efeitos colaterais, promover reabilitacdo fisica e psicossocial e melhorar os
indicadores de qualidade de vida (REICH, 2008).

Diante da relevancia epidemioldgica e clinica do cancer de mama, amplia-se
continuamente a busca por métodos diagndsticos menos invasivos, capazes de detectar
precocemente alteragdes moleculares e bioquimicas associadas ao desenvolvimento tumoral.
Nesse contexto, o estudo de fluidos bioldgicos, como soro e saliva, tem se destacado como
estratégia promissora, pois tais matrizes bioldgicas concentram diversas moléculas que refletem
alteragdes metabolicas, inflamatorias e genéticas relacionadas ao cancer de mama (MEO et al.,

2017; HARBECK et al., 2019).

2.5 — Fluidos biologicos

2.5.1 - Soro
O sangue ¢ um fluido biologico de composi¢do complexa, essencial para o transporte

de oxigénio, nutrientes, hormdnios e produtos metabodlicos em todo o organismo. E formado
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por uma parte celular, composto de eritrocitos, leucdcitos e plaquetas, suspensa em um meio
liquido denominado plasma, que constitui aproximadamente 55% do volume sanguineo total
(BISHOP, 2020).

A coleta de sangue ¢ um dos procedimentos menos invasivos mais frequentes na area
da saude (WEBSTER; BELL-SYER; FOXLEE, 2015), apresentando algumas vantagens como
a forma comumente empregada na pratica médica que possibilita um armazenamento simples,
tem custo reduzido e garante seguranca tanto para o profissional quanto para o paciente
(VIVAS, 2008). Quando o sangue ¢ submetido a coagulagdo in vitro, ocorre a formagao de um
coagulo de fibrina, que retém as células sanguineas. O liquido que se separa do coagulo ¢
denominado soro, que difere do plasma justamente pela auséncia de fatores de coagulagao,
principalmente o fibrinogénio (RIFAL; HORVATH; WITTWER, 2019), embora discrepancias
modestas na distribuicao relativa de alguns compostos entre soro e plasma também tenham sido
relatadas (BEHESHTI; WESSELS; ECKFELDT, 1994).

O soro sanguineo contém uma ampla variedade de moléculas biologicamente ativas,
incluindo proteinas plasmaticas (imunoglobulinas, albumina, hormonios), metabdlitos, lipidios,
ions e biomarcadores circulantes, como fragmentos de DNA tumoral circulante, RNAs (acido
ribonucleico) ndo codificantes (ex.: miRNAs), exossomos e proteinas especificas associadas a
processos patologicos (MEO et al., 2017; DIAZ; BARDELLLI, 2014). Ele atua como o principal
meio de transporte para pequenas substancias dentro do organismo. Esse fluido bioldgico ndo
sO ¢ essencial para o deslocamento de gases em solucdo, nutrientes, hormonios e produtos de
degradagdo, mas também ¢ crucial para o controle do potencial hidrogenidnico (pH) e da
composicao idnica dos liquidos intersticiais, para a limitacdo da perda de fluidos em éreas
lesionadas, para a prote¢do contra toxinas e microrganismos, além de contribuir para a
manuten¢do da temperatura do corpo (MARTINI, 2006).

O soro também possibilita a avaliagdo antecipada de modificacdes bioquimicas em
doencas e abre espaco para o desenvolvimento de biomarcadores preditivos (ZHANG; SUN;
WANG, 2012). J& foi relatado que o soro possui grande potencial para diagnosticos em
canceres, como, cancer de mama (VARGAS-OBIETA et al., 2016; ELMI et al., 2017;
SITNIKOVA et al., 2020), cancer do colo do atero (GONZALEZ-SOLIS et al., 2013), cancer
gastrico (TEH et al., 2010) e tumor cerebral (HANDS et al., 2016).

No contexto do cancer de mama, o soro ¢ uma das matrizes biologicas mais utilizadas
para pesquisas de biomarcadores, devido a facilidade de coleta, armazenamento e analise, além

de permitir monitorar alteracdes sistémicas associadas a presenca de tumores, resposta
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terapéutica e progressao da doenca (HARBECK et al., 2019; ALLIN; NORDESTGAARD,
2011). Métodos de biopsia liquida, como a deteccao de DNA tumoral circulante, miRNAs e
proteinas inflamatorias, tém se mostrado promissores como ferramentas complementares ao
rastreamento por imagem e a avaliagdo prognodstica (DIAZ, BARDELLI, 2014; MEO et al.,
2017).

Portanto, o soro sanguineo ¢ um recurso valioso para estudos moleculares e bioquimicos
aplicados a oncologia, especialmente quando se busca desenvolver estratégias menos invasivas

€ mais sensiveis para diagndstico precoce, estratificacdo de risco € monitoramento de recidiva.

2.5.2 — Saliva

A saliva ¢ um fluido bioldgico complexo produzida pelas glandulas salivares. Na boca,
existem dois tipos principais de glandulas salivares: as glandulas menores, que somam cerca de
600 e estdo distribuidas pela cavidade oral e as glandulas maiores, que incluem a
submandibular, sublingual e pardtida. A glandula submandibular ¢ localizada abaixo da
mandibula (maxilar inferior), no assoalho da boca, sendo uma das maiores glandulas salivares,
com uma parte superficial no pescogo (trigono submandibular) e uma parte profunda que libera
saliva por um ducto (Ducto de Wharton) sob a lingua. A glandula sublingual est4 localizada
no assoalho da boca, logo abaixo da lingua e acima do musculo milo-hidideo, encaixada na
mandibula, sendo uma das trés principais glandulas salivares, responsavel por produzir saliva
que lubrifica a boca e auxilia na digestao. Ja a glandula pardtida esta localizada logo abaixo e
a frente de cada orelha, na regido lateral da face, sendo a maior das glandulas salivares e
responsavel por produzir saliva para auxiliar na digestdo. Ela se estende do osso da mandibula
até a parte posterior da orelha, com uma parte superficial e outra profunda (MOORE; DALLEY;
AGUR, 2014).

A composicao da saliva varia conforme a glandula. A saliva das glandulas sublinguais,
submandibulares e das pequenas glandulas mucosas € rica em mucinas e apresenta apenas uma
quantidade reduzida de amilase. Em contrapartida, a saliva da glandula parotida tem um alto
teor de amilase (20%), uma quantidade significativa de proteinas ricas em prolina (60%) e nao
contém mucinas (PINK et al., 2009; PFAFFE et al., 2011).

A produgdo de saliva ¢ iniciada pela ativagdo do sistema nervoso autonomo, através de
neurotransmissores tanto simpaticos quanto parassimpdticos. A ativagdo parassimpdtica ¢
predominantemente impulsionada pelo neurotransmissor acetilcolina, que se liga

principalmente aos receptores muscarinicos M3 e M1, resultando em um aumento consideravel
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do liquido salivar devido ao aumento do fluxo sanguineo nas glandulas. Em contraste, a
ativacdo simpatica ¢ em grande parte mediada pela noradrenalina, que atua principalmente nos
receptores beta-adrenérgicos, promovendo uma maior exocitose de proteinas, a contragdo das
células mioepiteliais e regulando o fluxo sanguineo nas glandulas (PROCTOR; CARPENTER,
2007; NATER et al., 2006; EMMELIN, 1987).

A coleta de saliva oferece vantagens éticas e praticas: ¢ ndo invasiva, ¢ indolor, de baixo
custo e pode ser realizada repetidamente (SPIELMANN; WONG, 2011). No entanto, a
padronizagdo do método de coleta € crucial, pois fatores como tipo de saliva (ndo estimulada x
estimulada), horario, postura e estimulos podem alterar volume e composi¢ao bioquimica
(NAVAZESH, 1993).

A saliva ndo estimulada, também chamada de fluxo basal, ¢ aquela produzida sob
condi¢des de repouso, sem aplicagdo de estimulos fisicos, gustativos ou mecanicos. E o
principal indicador da fungdo basal das glandulas salivares (NAVAZESH, 1993). O método
padrdo de coleta comeca ao solicitar que o individuo permaneca em jejum minimo de 90
minutos (idealmente 2 horas), sem ingestdo de alimentos, bebidas ou escovag¢ao dental
(NAVAZESH, 1993). O participante deve sentar-se em posicdo ereta, cabega levemente
inclinada para frente, evitando falar ou engolir excessivamente. A coleta € feita por método de
“cuspe”, onde a saliva se acumula na cavidade oral e ¢ expelida periodicamente (ex.: a cada 60
segundos) em tubo estéril, geralmente durante 5 a 10 minutos (NAVAZESH, 1993). A taxa de
fluxo normal da saliva ndo estimulada em adultos saudéaveis ¢ de aproximadamente 0,3 a 0,5
mL/min, variando com fatores como idade, hidratacao e medicacdes (NAVAZESH; KUMAR,
2008). A maioria das pesquisas que analisam biomarcadores na saliva utilizam protocolos de
coleta de saliva ndo estimulada, pois melhor reflete as condi¢des fisiologicas basais sem
interferéncia de estimulos externos.

A saliva estimulada ¢ coletada apos aplicagdo de estimulos que aumentam a produgdo
salivar, como mastigacdo (parafina, goma sem acgtcar), estimulo gustativo (solugdes acidas
como acido citrico a 2%) ou até estimulo mecanico (massagem glandular) (NAVAZESH,
1993). O método comum de coleta comega ao solicitar que o participante mastigue uma tira de
parafina estéril (cerca de 1g) ou goma sem agucar por um tempo determinado (5—10 minutos),
enquanto continuamente expulsa a saliva para um recipiente graduado. A taxa de fluxo ¢
normalmente 3 a 5 vezes maior do que na saliva ndo estimulada, atingindo 1 a 3 mL/min

(NAVAZESH, 1993). A coleta estimulada ¢ indicada quando o objetivo ¢ investigar capacidade



56

funcional maxima das glandulas, glandulas especificas (ex.: parotida) ou quando ha baixa
producao de saliva basal (NAVAZESH, 1993).

A saliva tem varias fungdes, incluindo a lubrificagdo da boca, apoio na ingestdo e
digestao dos alimentos, mediacdo das percepcdes gustativas, colabora¢do na recuperagdo de
tecidos moles e prote¢do da cavidade oral através da defesa imunologica local que ocorre por
meio das proteinas presentes na saliva, que possuem caracteristicas antimicrobianas,
imunomoduladoras e anti-inflamatorias (SPIELMANN, WONG, 2011; PINK et al., 2009;
ABRAO et al., 2016).

Este fluido bioldgico ¢ formada por 98% de dgua e 2% de outros elementos essenciais,
incluindo eletrolitos (sodio, potéassio, calcio, magnésio, bicarbonatos e fosfatos), muco
(mucopolissacarideos e glicoproteinas), substancias com propriedades antissépticas (perdxido
de hidrogénio, Imunoglobulina A), varias enzimas (alfa-amilase, lisozimas, lipase lingual),
proteinas, peptideos, acidos nucleicos, hormonios, imunoglobulinas, metabolitos, partes de
DNA, RNA e vesiculas extracelulares originadas de diversas fontes locais e sist€émicas (LEE;
WONG, 2009). A maior parte dos compostos organicos contidos na saliva ¢ gerada localmente
nas glandulas salivares, no entanto, algumas moléculas entram na saliva através do sangue por
vias transcelulares, como a difusdo passiva de moléculas lipofilicas, incluindo hormonios
esteroides, e o transporte ativo de proteinas por meio de ligagdes receptor-ligante; ou por vias
paracelulares, como a ultrafiltragdo extracelular (PFAFFE et al., 2011; WANG et al., 2016).

Viérios fatores podem impactar tanto o fluxo quanto a composi¢ao da saliva, resultando
em uma grande variagao entre diferentes pessoas e até mesmo na mesma pessoa em diferentes
circunstancias. Os principais aspectos que afetam a produg¢ao de saliva sdo o nivel de hidratacao,
o ciclo circadiano e o tipo de estimulo (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001). Em média, a
quantidade de saliva produzida diariamente varia de 800 a 1000 mL, enquanto o fluxo salivar
em repouso ¢ considerado normal entre 0,25 a 0,35 mL/min, sendo classificado como baixo se
ficar na faixa de 0,1 a 0,25 mL/min. No que diz respeito a saliva que ¢ estimulada
mecanicamente, um valor normal fica entre 1,0 a 3,0 mL/min, e é considerado baixo se estiver
entre 0,7 ¢ 1,0 mL/min (MANDEL, 1990). A saliva ¢ influenciada por substancias nitrogenadas,
como amodnia e ureia, além de bicarbonatos e fosfatos, que afetam sua capacidade de
tamponamento e pH. O pH da saliva geralmente varia de 6 a 7, indicando que ela possui um
carater levemente acido (AFRAMIAN; DAVIDOWITZ; BENOLIEL, 2006).

Nas ultimas décadas, a saliva se tornou uma matriz promissora para diagnosticos devido

a sua facilidade de coleta, armazenamento ¢ manuseio. Além disso, a coleta ¢ bem aceita pelas
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pacientes, ndo necessita de profissionais especializados ou de equipamentos complexos para a
sua obten¢dao (SPIELMANN, WONG, 2011; YAKOB et al., 2014). Ela reflete o estado de satide
do corpo, abrangendo aspectos emocionais e alteragdes enddcrinas, nutricionais e metabolicas.
Biomoléculas que circulam, resultantes de processos patoldgicos, podem chegar até as
glandulas salivares, alterando assim a composi¢do da saliva. Portanto, os biomarcadores
presentes na saliva podem ser utilizados para a detec¢do precoce de diversas doencas, tanto
orais quanto sistémicas, como, caries, doengas periodontais, cancer na boca, diabetes, doengas
do coracdo, autoimunes e renais, cancer de pancreas, mama, pulmao e prostata (ABRAO et al.,
2016; WANG et al., 2016).

Assim, a conexao entre doengas fisioldgicas e a funcdo das glandulas salivares indica
que a saliva pode ser utilizada como um recurso para diagnostico, oferecendo varias vantagens
em termos bioquimicos e logisticos em comparagdo com a andlise de outros fluidos corporais.
A coleta de saliva ¢ um processo facil, rapido e seguro; sua armazenagem ¢ pratica; ¢ um
método ndo invasivo; pode ser coletada varias vezes sem causar desconforto, risco ou dor ao
paciente (ABRAO et al., 2016).

Do ponto de vista oncoldgico, estudos tém explorado o potencial da saliva como fonte
de biomarcadores moleculares para deteccdo de cancer, inclusive o cincer de mama
(FERREIRA et al., 2020; BEL’SKAYA et al., 2022; STRECKFUS et al., 2008). Pesquisas
demonstram que alteracdes em perfis de proteinas, metabolitos € RNAs presentes na saliva
podem refletir estados patologicos sistémicos, ja que moléculas liberadas pelas células tumorais
podem alcangar a cavidade oral por mecanismos como ultrafiltragdo, transporte ativo ou
vesiculas extracelulares (LEE; WONG, 2009; YAKOB et al., 2014).

Estudos validam a detec¢do de proteinas inflamatdrias, fragmentos de DNA tumoral e
perfis de miRNAs especificos em amostras de saliva de pacientes com cancer de mama,
sugerindo seu uso como biopsia liquida complementar ao sangue para diagnostico precoce e
monitoramento da doenga (YAKOB et al., 2014). Além disso, a saliva apresenta vantagens
logisticas em triagens populacionais de grande escala, por ser um fluido de coleta ndo invasivo
adequado para monitoramento longitudinal (SPIELMANN, WONG, 2011). Assim, o uso da
saliva como fluido biologico diagnostico, ¢ uma fronteira inovadora na oncologia de precisao,
potencializando estratégias de rastreamento menos invasivas, acessiveis € com maior aceitagao
pelas pacientes, especialmente quando integrada a tecnologias moleculares avangadas.

A crescente utilizagdo de fluidos bioldgicos como soro e saliva na investigagdao de

biomarcadores reflete o avanco de tecnologias analiticas capazes de explorar, de forma nao
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invasiva e precisa, alteracdes bioquimicas associadas ao cancer de mama. Nesse contexto,
destaca-se o0 ATR-FTIR, uma estratégia promissora para deteccao precoce, monitoramento de
tratamento e estratificacdo de risco, fortalecendo o conceito de bidpsia liquida aliada a

espectroscopia como ferramenta complementar na oncologia de precisao.

2.6 — Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A radiagdo infravermelha é um grupo de ondas eletromagnéticas com comprimentos de
onda maiores que a radiagdo visivel, invisiveis ao olho humano. A espectroscopia no
infravermelho (IV), uma técnica pertencente a classe das espectroscopias vibracionais, baseia-
se na analise das vibragdes das ligagdes quimicas presentes em uma molécula. Quando a
radiacdo IV atravessa uma amostra, parte dessa energia ¢ absorvida, dependendo das
caracteristicas moleculares do material analisado. Cada pico observado no espectro resultante,
reflete uma vibragdo especifica de determinados grupos quimicos da molécula, funcionando
como uma espécie de assinatura molecular exclusiva da amostra (STUART, 2004).

Essa radiagdo provoca diferentes tipos de vibragdes nos atomos constituintes das
moléculas, como estiramento (mudanga no comprimento da ligacdo) ou flexao (alteragdo no
angulo da ligacdo). Essas vibragdes podem ser simétricas ou assimétricas, e incluem
movimentos como tesoura, balango, tor¢ao e abanar (STUART, 2004; ELLIS; GOODACRE,
2006). Para que uma molécula seja considerada ativa na regido do infravermelho, € necessario
que haja variagao em seu momento de dipolo durante a vibragao.

O espectro obtido ¢ comumente representado em numeros de onda (cm™), que sdo o
inverso do comprimento de onda, sendo esta uma conveng¢ao amplamente utilizada em analises
espectroscopicas (SCHULTZ, 2002; ELLIS; GOODACRE, 2006; MOVASAGHI; REHMAN;
REHMAN, 2008; CLEMENS et al.,, 2014). Essas informagdes espectrais podem ser
diretamente relacionadas a composi¢do bioquimica da amostra, permitindo uma analise
quantitativa e qualitativa precisa de substancias bioldgicas.

O espectro infravermelho ¢ tradicionalmente segmentado em trés regides: o
infravermelho préximo (NIR), de 13.000 a 4.000 cm™; o infravermelho médio (MIR), que vai
de 4.000 a 400 cm™; e o infravermelho distante (FIR), entre 400 ¢ 10 cm™'. A faixa do MIR ¢é a
mais explorada em estudos envolvendo materiais biologicos, por conter regides associadas as
vibragdes fundamentais de diversas ligacdes quimicas. No entanto, as regides NIR e FIR

também possuem aplicagdes especificas e sdo Uteis na investigacdo de determinadas
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propriedades de alguns compostos (STUART, 2004; BARTH, 2007, BUNACIU; HOANG;
ABOUL-ENEIN, 2015).

A regido do MIR, particularmente entre 4.000 e 400 cm™, pode ser subdividida em
quatro faixas principais: (1) a regido de estiramento X—H (4.000-2.500 cm™), associada as
vibragcdes de O—-H, C—H e N-H; (2) a zona das ligacdes triplas (2.500-2.000 cm™), onde
ocorrem absor¢des de C=C e C=N; (3) a regido das duplas ligacdes (2.000—1.550 cm™),
relacionada a C=C, C=0 e C=N; ¢ (4) a regido de impressao digital (1.550—450 cm™), que
concentra modos vibracionais caracteristicos de flexdo e das estruturas esqueléticas
moleculares, sendo fundamental para a identificacdo precisa de compostos (STUART, 2004).

A Figura 5 ilustra o espectro infravermelho com destaque para as faixas principais da

regido de infravermelho médio (MIR).

Figura 5 — Espectro infravermelho com destaque para a regido de infravermelho médio (MIR)
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60

A espectroscopia de infravermelho permite a obtencao de informagdes estruturais
detalhadas a partir das interagdes entre a radiagdo e as moléculas da amostra, sendo uma
ferramenta poderosa e amplamente empregada em diversas areas da ciéncia, especialmente na
analise de substancias organicas e sistemas biologicos.

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica
vibracional que se concentra na analise da absor¢ao de radiagdo eletromagnética na regidao do
infravermelho médio (MIR), que como dito anteriormente, abrange o intervalo de 4000 a 400
cm! (CHAN; KAZARIAN, 2016). Esse método ¢ fundamentado no uso de interferéncia entre
dois feixes de luz para gerar um sinal chamado interferograma. A partir desse sinal, ¢ possivel
extrair informacodes espectrais por meio de transformagdes matematicas especificas, permitindo
a construcado do espectro infravermelho final (BARTH, 2007; BEEKES; LASCH,;
NAUMANN, 2007).

O interferometro mais comum na espectrometria FTIR ¢ o de Michelson, que contém
espelhos fixo e movel. Ele utiliza um divisor de feixe (beamsplitter), que ¢ um espelho
parcialmente refletivo, para dividir a radiacio infravermelha em dois caminhos
perpendiculares. Um dos feixes ¢ direcionado ao espelho fixo, enquanto o outro segue em
diregdo ao espelho movel. Apds serem refletidos, ambos os feixes se reencontram e sdo
direcionados a amostra a ser analisada (STUART, 2004; AL-SAEED; KHALIL, 2012). Apos
amplificacdo e filtragem do sinal para eliminar componentes de alta frequéncia, os dados sdao
digitalizados e processados por meio de transformada de Fourier, convertendo o interferograma
em um espectro de absor¢cdo (STUART, 2004). Na pratica, o espectrometro realiza esse
processo de transformacao tanto no nivel optico (interferdmetro) quanto computacional.

A coleta dos espectros FTIR pode ser feita por diferentes configuragdes experimentais,
sendo as mais usuais a transmissao, transfleccao e reflexao total atenuada (ATR). No modo de
transmissdo, a radiacdo infravermelha atravessa a amostra apoiada em um substrato. J& na
transflec¢do, a radiagdo passa pela amostra, ¢ refletida pelo substrato e retorna, formando uma
onda estaciondria que pode causar distorgdes espectrais sem relacdo com a composicao
bioquimica do material (BUNACIU; HOANG; ABOUL-ENEIN et al., 2015; LIMA, et al.,
2015).

Entre essas abordagens, o modo ATR destaca-se por sua eficiéncia e simplicidade.
Baseando-se na reflexao interna total, esse método utiliza cristais com alto indice de refracgao,
como seleneto de zinco, diamante, brometo de talo iodeto ou germanio que, ao entrarem em

contato com a amostra, permitem a penetragdo da radiacdo na forma de uma onda evanescente.
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Essa onda ¢ parcialmente absorvida pela amostra e retorna ao detector com informagdes
quimicas especificas. O ATR-FTIR possibilita a andlise de solidos, liquidos e gases, inclusive
amostras aquosas, sem necessidade de preparagdo prévia e inserindo diretamente no cristal.
Além disso, proporciona alto sinal em relagdo ao ruido e evita distorgdes comuns nos modos
de transmissao e transflec¢dao (ELLIS; GOODACRE, 2006; LANE; SEO, 2012; CLEMENS et
al., 2014).

Uma das principais limitagdes da espectroscopia FTIR convencional estd associada a
sua baixa capacidade de penetragdo da luz infravermelha nos tecidos, restringindo a analise
bioquimica a camadas superficiais, com profundidade de apenas algumas dezenas de
micrometros (MOSTACO-GUIDOLIN et al., 2009). Além disso, essa técnica, quando aplicada
no modo de transmissdo ¢ com angulo de incidéncia ortogonal entre a fonte emissora e a
amostra, apresenta dificuldades quanto a padronizacao da espessura do espacador em amostras
liquidas, comprometendo a reprodutibilidade (GRDADOLNIK, 2002). Para contornar essas
limitagdes, a técnica ATR-FTIR tem sido empregada como alternativa eficaz. A radiagdo
infravermelha atravessa o cristal de alto indice de refragao (geralmente posicionado com angulo
de 45°), onde sofre multiplas reflexdes internas antes de ser direcionada ao detector
(GRDADOLNIK, 2002; JELLE et al., 2012). Apesar de sua profundidade de penetragdo ser
mais rasa em relacdo a FTIR convencional (cerca de 200 nandmetros), essa abordagem ¢
particularmente adequada para amostras espessas € de alta absor¢do, que ndo permitem a
passagem eficiente da radiacdo infravermelha (GRDADOLNIK, 2002).

Nas técnicas espectroscopicas, a energia e a frequéncia da radiagdo eletromagnética sdo
representadas pelo comprimento de onda. Quando a radiagdo incidente ¢ absorvida, essa
absorc¢ao decorre de interagdes intermoleculares. Durante os movimentos dos atomos dentro de
uma molécula, como rotagdes e vibragdes, ha uma redistribui¢do da carga elétrica causada pelas
variagdes no momento dipolar. Essa alteragdo gera um campo elétrico que interage com o
campo da radiacdo incidente, tornando a molécula ativa na regido do infravermelho. Esses
movimentos vibracionais podem ser detectados e quantificados, permitindo a identificacao dos
grupos funcionais responsaveis pelas regides de absor¢ao. Como resultado dessa interagdo,
obtém-se um espectro especifico para cada molécula (Figura 6), considerado como a
“impressdo digital” no infravermelho da substincia analisada (CLEMENS et al., 2014;
BUNACIU; HOANG; ABOUL-ENEIN, 2017).
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Figura 6 — Exemplo de espectro de ATR-FTIR
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Legenda: Espectros FTIR médios normalizados de amostras de soro: controle (preto) e
Precursor B da Leucemia Linfoblastica Aguda (vermelho). Os espectros abrangem a faixa de
800-3500 cm™.

Fonte: Reproduzido de CHABER et al., 2021, MDPI, sob termos e condi¢des da licenga
Creative Commons Atribui¢do (CC BY) (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Apds a aquisicdo dos espectros, diferentes estratégias matematicas podem ser
empregadas para refinar os dados e realizar andlises quantitativas. Uma pratica comum ¢ a
correcao da linha de base, tragando-se uma linha conectando os pontos de menor absorbancia
e, em seguida, calculando-se a altura do pico em relagdo a essa linha (STUART, 2004). A
aplicacdo de derivadas, especialmente a segunda, também ¢ amplamente utilizada, pois ajuda a
separar bandas sobrepostas, atenuar o ruido de fundo e destacar os sinais moleculares
caracteristicos (LEWIS et al., 2010; RIEPPO et al., 2012; ZELIG et al., 2015). E para suavizar
os dados sem perder a forma dos picos, pode-se empregar o método de Savitzky-Golay. Essa
técnica aplica uma regressdo polinomial local sobre intervalos especificos dos dados,
permitindo a obtengdo de valores suavizados ponto a ponto. Os parametros ajustaveis nesse
processo incluem a ordem do polindmio e o nimero de pontos considerados na regressao
(ENKE; NIEMAN, 1976).

O FTIR ¢ amplamente reconhecido por suas multiplas vantagens. Trata-se de uma
técnica agil, precisa e que ndo causa danos a amostra, sendo de facil manuseio e exigindo pouca

habilidade técnica. Ele requer quantidades minimas de material para andlise e, quando
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necessario, permite preparacao simples e rapida da amostra. Além disso, seu uso dispensa
corantes ou reagentes quimicos, o que reduz custos operacionais. Por ser uma técnica livre de
marcadores, também possibilita a andlise direta de materiais bioldgicos, detectando alteragdes
moleculares de forma rapida, especifica e ndo invasiva. Outra caracteristica importante ¢ sua
aplicabilidade em analises automatizadas e repetitivas por meio de software, contribuindo para
avaliagdes objetivas, eficientes e de baixo custo (ZHANG et al., 2010; ELKINS, 2011;
SIMONOVA; KARAMANCHEVA, 2013; DEPCIUCH et al., 2016).

Diversas areas se beneficiam dessa tecnologia, desde as ciéncias biomédicas até
industrias como farmacéutica, alimenticia, ambiental, agricola, forense, de tintas, papel e
celulose. Por exemplo, no setor farmacéutico, a técnica ¢ empregada para controle de qualidade
de ingredientes e excipientes. J& na industria de alimentos, as regides MIR e NIR do espectro
sdo utilizadas para andlise de componentes como agua, proteinas, lipidios e carboidratos. No
setor agricola, o FTIR ¢ aplicado na avaliagdo de graos quanto a sua composicao fisico-quimica.
Nas industrias de celulose e tintas, a técnica serve para identificar aditivos e resolver falhas de
produto. Na area ambiental, permite o rastreamento de contaminantes em agua, solo e ar. Na
ciéncia forense, ¢ usada para analisar materiais coletados em locais de crime, como fluidos
corporais, fibras, drogas e explosivos (STUART, 2004; ELKINS, 2011).

Desde meados do século XX, a espectroscopia de IV tem sido usada para estudar
estruturas de proteinas, polipeptideos, lipidios, acidos nucleicos e carboidratos. Contudo, a
complexidade das amostras bioldgicas, que contém diversas moléculas vibrando
simultaneamente, exige maior refinamento na interpretagdo espectral. A partir das bandas
caracteristicas de absor¢do, ¢ possivel identificar grupos funcionais e estruturas moleculares
especificas (BEEKES; LASCH; NAUMANN, 2007).

Para esse tipo de analise, as regides espectrais mais relevantes sao a de impressao digital
(1500 a 450 cm™), as bandas amida I e IT (1500 a 1700 cm™), e a regido de estiramento de
ligagdes (2550 a 3500 cm™), relacionadas a grupos S-H, O-H, N-H e C-H. Cada biomolécula
apresenta assinaturas espectrais proprias, por exemplo, os dcidos graxos aparecem nas faixas
de 2800 a 3050 cm™, enquanto as proteinas e peptideos sdo detectadas entre 1500 a 1750 cm™
por suas ligacdes C=0, N-H e C-N (ELLIS; GOODACRE, 2006; MOVASAGHI; REHMAN;
REHMAN, 2008; BAKER et al., 2014).

O FTIR também permite diferenciar amostras biologicas com base em suas
caracteristicas quimicas e estruturais, além de identificar modifica¢des bioquimicas associadas

a doengas. Isso torna a técnica extremamente util para distinguir tipos celulares, tecidos e
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fluidos corporais em contextos patoldgicos, além de auxiliar na deteccao da progressao de
enfermidades (BEEKES; LASCH; NAUMANN, 2007; CLEMENS et al., 2014). E também se
destaca por seu potencial diagndstico in vivo, eliminando procedimentos invasivos
desnecessarios, como biopsias, ¢ acelerando a obten¢do de resultados, inclusive durante
cirurgias. Essa abordagem pode auxiliar os profissionais de saude na tomada de decisdes
rapidas, sendo especialmente 1til na detec¢do precoce de doencas, no acompanhamento da
evolugdo clinica e na resposta ao tratamento.

Essa abordagem tem sido usada no diagnodstico de condi¢des variadas como artrite,
diabetes, distirbios depressivos, aterosclerose, doengas oOsseas e diversos tipos de cancer
(ELLIS; GOODACRE, 2006; KRAFFT et al., 2009; DEPCIUCH et al., 2016). Estudos
aplicaram FTIR a diferentes tipos de amostras, incluindo tecidos frescos, células vivas, sangue,
saliva, urina, fezes, unhas, cabelos, leite materno, muco, entre outros (ELKINS, 2011;
TREVISAN et al., 2014).

Desde os anos 1990, a técnica tem sido usada para distinguir entre tecidos normais e
tumorais, especialmente em diagndsticos oncologicos. A tecnologia avanga continuamente,
oferecendo meios mais eficazes para detectar alteracdes neoplasicas ainda nos estagios iniciais
(KENDALL et al., 2009; FADLELMOULA et al., 2022). Em nivel molecular, o FTIR ¢ capaz
de evidenciar alteragdes estruturais celulares provocadas por transformagdes malignas. Essas
mudangas, registradas nos espectros, permitem diferenciar entre células normais e cancerosas,
especialmente dentro da regido espectral de 4000 a 400 cm™, com destaque para o
infravermelho médio (SIMONOVA; KARAMANCHEVA, 2013; BUNACIU; HOANG;
ABOUL-ENEIN, 2015). Mais do que classificar tecidos sauddveis ou doentes esta técnica
permite analisar tecidos sem a necessidade de corantes, facilitando o delineamento de margens
tumorais e guiando bidpsias e cirurgias (MACKANOS; CONTAG, 2010).

Em 2010, a espectroscopia foi utilizada para examinar amostras sanguineas
provenientes de individuos saudaveis e pacientes oncologicos. Os espectros foram coletados
com uma resolucdo de 4 cm™, abrangendo a faixa espectral de 900 a 2000 cm™. Os dados
revelaram que as bandas correspondentes a proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucleicos
apresentavam alteragdes significativas entre as amostras tumorais e normais, sendo que as
bandas de absor¢cao em 1643 cm™ ¢ 1550 cm™, conhecidas como amida I e amida II,
respectivamente, predominavam nos espectros de amostras cancerosas. A banda de amida I esta
relacionada as vibracdes de estiramento da ligacdo C=0, enquanto a amida II corresponde as

vibragdes de estiramento C—N e flexdo CNH. Em amostras de sangue normais, essas bandas
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tendem a se apresentar com intensidade acentuada e forma definida (PRABHAKAR; JAIN;
SINGH, 2010).

Posteriormente, em 2016, a técnica foi aplicada com o objetivo de detectar
precocemente o cancer em amostras sanguineas. O estudo incluiu 161 pacientes, cujos soros e
plasmas sanguineos foram analisados para identificar padrdes espectrais relacionados a
possiveis biomarcadores diagndsticos de carcinoma pulmonar de células ndo pequenas. A
analise se concentrou nas regides espectrais entre 2800 e 3200 cm ™, referentes as vibragdes de
estiramento C—H, e entre 1750 e 875 cm™, conhecidas como regides de impressao digital. A
técnica permitiu distinguir entre individuos saudédveis e aqueles com carcinoma escamoso ou
adenocarcinoma, com precisdo de até 79%. Os achados reforcam o potencial da FTIR na
detec¢do de cincer de pulmao, além de oferecer indicios da possibilidade de discriminar
diferentes subtipos tumorais (OLLESCH et al., 2016).

No ano de 2018, um novo estudo evidenciou a aplicabilidade da espectroscopia ATR-
FTIR no diagndstico do melanoma cutaneo, permitindo ndo apenas a identifica¢do do tumor,
mas também a diferenciagdo entre células com baixo e alto potencial metastatico. A técnica foi
capaz de distinguir tipos de cancer como melanoma maligno e carcinoma basocelular, com base
nas alteragdes moleculares e no grau de hidratagdo celular. As amostras foram analisadas entre
4000 e 400 cm™, e as regides entre 4000 a 3000 cm™ revelaram bandas associadas ao
estiramento de ligacoes OH e NH, tipicas de proteinas e colageno dérmico. As variagdes no
contedo hidrico da membrana celular, relacionadas a progressdo € ao comportamento
metastatico do tumor, mostraram-se determinantes na diferencia¢do espectral das amostras
analisadas (ANDLEEB et al., 2018).

Em 2020, um estudo empregou a espectroscopia ATR-FTIR para quantificar o teor
proteico de vesiculas extracelulares sem necessidade de etapas prévias de preparacao das
amostras. Apos a calibragdo com albumina de soro bovino, as amostras derivadas de hemacias
foram avaliadas com base na intensidade da banda amida I, que se mostrou proporcional a
concentragao proteica. As bandas amida A (3298 cm™), amida I (1657 cm™) e amida II (1546
cm') foram utilizadas como marcadores espectrais. Também foram observadas bandas
relacionadas aos componentes lipidicos, como os estiramentos antissimétricos e simétricos das
cadeias metilénicas (2924 a 2850 cm™) e o estiramento C=O dos ésteres de glicerol, localizado
em 1738 em™ (SZENTIRMALI et al., 2020).

Em 2021, o ATR-FTIR foi aplicado na triagem precoce da leucemia linfoblastica B em

criangas. O estudo analisou espectros obtidos de amostras de soro sanguineo de dez pacientes
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pediatricos com a doenga e os comparou com dez controles saudaveis. Embora os espectros
médios nao tenham mostrado diferencas evidentes inicialmente, a andlise baseada nas
proporgdes de alturas de picos corrigidos e no uso de segunda derivadas, permitiu identificar
alteracdes significativas. Notadamente, a banda amida I (1700 a 1600 cm™), ligada ao
estiramento C=0 das liga¢des peptidicas, apresentou deslocamento: em individuos saudaveis,
a posi¢do era de 1645 cm™', enquanto nas amostras leucémicas, foi observada em 1641 cm™.
Tais variagdes espectrais demonstram o potencial da técnica como ferramenta ndo invasiva para
o diagnostico precoce da leucemia infantil, contribuindo para a reducdo de procedimentos
invasivos e aceleracdo do processo diagnostico (CHABER et al., 2021).

No caso do cancer de mama, o FTIR tem demonstrado utilidade em multiplos aspectos:
desde a deteccdo precoce e o monitoramento terapéutico até a analise intraoperatoria de
metastases linfonodais, a avaliagdo do microambiente tumoral e a caracterizagdo de subtipos
tumorais (BACKHAUS et al., 2010; BENARD et al., 2014; TIAN et al., 2015). A técnica
também tem sido usada para investigar resisténcia a medicamentos e os efeitos de tratamentos
em linhagens celulares como MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3 ¢ HBL-100 (MIGNOLET;
GOORMAGHTIGH, 2015).

Em um estudo comparando tecidos mamadrios normais, cancerosos e regioes adjacentes
ao tumor, foram observadas diferencas nos niveis de proteinas, carboidratos, lipidios e
carotenoides em pacientes com cancer de mama (DEPCIUCH et al., 2016). Outro trabalho,
utilizando FTIR em células mononucleares do sangue, conseguiu discriminar entre individuos
com e sem cancer de mama, com acuracia superior a 80% (ZELIG et al., 2015). Estudos
combinando FTIR com nanotecnologia de ouro identificaram alteragdes espectrais
significativas entre células normais (MCF-12F) e cancerosas (MCF-7), especialmente na faixa
de 2854 a 2956 cm' (LANE; SEO, 2012), reforcando o potencial dessa técnica na
caracterizacdo do cancer de mama.

O ATR-FTIR ¢ especialmente vantajoso para amostras liquidas, como soro e saliva, ou
semissolidas, pois requer volumes minimos e preserva a integridade da amostra. No contexto
oncologico, o ATR-FTIR vem ganhando destaque por permitir a identificacdo de perfis
espectrais caracteristicos de diferentes tipos de cancer, incluindo mama, colo uterino, prostata,
cérebro e pulmao (HANDS et al., 2016; BAKER et al., 2014). Essa técnica ¢ capaz de detectar
mudangas sutis na bioquimica celular e molecular, como variacdes na conformacdo de
proteinas, degradacao de membranas lipidicas e alteracdes nos acidos nucleicos, fenomenos

que refletem processos como proliferacdo celular descontrolada, inflamacgao e morte celular
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programada (BAKER et al., 2014). Assim, o FTIR se torna uma ferramenta promissora para
diagnostico precoce, classificacdo de estagios tumorais, predicdo de resposta terapéutica e
monitoramento de recidivas.

Estudos demonstram que o espectro infravermelho do soro pode revelar assinaturas
bioquimicas especificas do cancer de mama, possibilitando distinguir pacientes de controles
saudaveis com alta acuracia (HANDS et al., 2016; BAKER et al., 2014). Ja na saliva, a técnica
também mostra potencial, detectando alteracdes moleculares relacionadas a processos
inflamatorios e oncoldgicos, o que reforga seu papel como ferramenta de triagem complementar
a bidpsia liquida convencional (YAKOB et al., 2014).

Nesse sentido, o avango da espectroscopia tem potencial para transformar o cenario do
diagnostico oncologico, especialmente quando aplicada a fluidos bioldgicos de facil obtencao,
como soro e saliva, contribuindo para o diagnostico precoce, rastreamento populacional e
medicina personalizada. A aplica¢do da espectroscopia FTIR na analise de amostras de soro e
saliva de pacientes com cancer de mama abrange desde a detec¢ao precoce da enfermidade até
0 acompanhamento de sua progressao e resposta ao tratamento, por meio da avaliagdo completa
da assinatura bioquimica destes fluidos, que inclui componentes como lipidios, acidos

nucleicos, proteinas e carboidratos.

2.7 — Classes de biomoléculas

2.7.1 — Lipidios

Os lipidios sdo moléculas organicas hidrofobicas, compostas principalmente por
carbono, hidrogénio e oxigénio. Eles desempenham papéis fundamentais na estrutura das
membranas celulares, na sinalizacao celular e como reserva energética. Podem ser classificados
em acidos graxos, triglicerideos, fosfolipidios, esterdis e esfingolipidios (BUTTERWORTH,
2005).

Em contextos de cancer, ocorre uma reprogramacao do metabolismo lipidico, com
sintese acelerada de acidos graxos e alteracdes no perfil do lipidoma celular e plasmatico,
processos que favorecem proliferagdao, migracdo, invasao e resisténcia terapéutica (SAGINI et
al., 2023). Estudo mostra que alteragdes no metabolismo lipidico t€ém sido associadas a
progressdo tumoral, especialmente no cancer de mama. Por exemplo, o acimulo de lipidios
neutros em goticulas lipidicas esta relacionado a sobrevivéncia celular sob estresse e a

resisténcia a terapia (FUIIMOTO; PARTON, 2011). Além disso, perfis lipidicos podem servir
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como biomarcadores para diagnoéstico e prognostico (BELORIBI-DJEFAFLIA; VASSEUR;
GUILLAUMOND, 2016).

No ATR-FTIR, as bandas de absor¢ao de lipidios sd3o encontradas em inumeras regioes
espectrais: o intervalo de 3050 cm ' a 2800 cm™! para vibragdes de alongamento assimétricas e
simétricas de CHa e CH3, o intervalo de 1500 cm ™' a 1350 cm™! para vibragdes de deformagio
de CH, e CHj3 das cadeias acila de lipidios, o intervalo de 1745 cm ™! a 1725 cm ™! para vibragdes
de alongamento simétricas da ligagio éster-carbonila (C=0) e o intervalo de 1270 cm ™! a 1000
cm ! para vibragdes impares (1240 cm™! ) e simétricas (1080 cm™') de PO, em fosfolipidios

(CASAL; MANTSCH, 1984).

2.7.2 — Acidos nucleicos

Os acidos nucleicos sdao biopolimeros formados por nucleotideos. O DNA (acido
desoxirribonucleico) armazena a informagao genética, enquanto o RNA (4cido ribonucleico)
participa da sintese proteica e regulagdo génica. Os acidos nucleicos circulantes emergem como
biomarcadores em liquidos bioldgicos como sangue e saliva (MA et al., 2024). Alteragdes
nesses acidos, como mutagdes, metilacdo andmala ou expressdo alterada de miRNAs, estdo
fortemente implicadas na carcinogénese (KELLOFF et al., 2005). Os &cidos nucleicos refletem
alteracdes gendmicas especificas do tumor e t€ém valor prognostico e preditivo, possibilitando
monitoramento de resposta terap€utica e deteccdo de recorréncia. Em espectros vibracionais
como ATR-FTIR, diferengas nos niveis de DNA/RNA foram utilizadas para distinguir cancer
de tecidos benignos, incluindo no cancer de mama, para classificagdo molecular de tumores
(MEDIPALLY et al., 2020).

No ATR-FTIR, os espectros dos acidos nucleicos sao caracterizados em quatro regides
espectrais: a regiio de 1780 cm ™! a 1550 cm ™! para vibra¢des no plano de ligagdes duplas de
bases, a regido de 1550 cm ™' a 1270 cm ™! para as vibragdes de deformacio de bases que incluem
as vibracdes de aglicar, a regido de 1270 cm ™' a 1000 cm ™! para vibragdes de PO e, finalmente,
a regido de 1000 cm ™! a 780 cm ™! para as vibragdes da estrutura agucar-fosfato (SIEBERT;

HILDEBRANDT; 2008).

2.7.3 — Proteinas
As proteinas sdo macromoléculas formadas por aminodcidos unidos por ligacdes
peptidicas, fundamentais para praticamente todos os processos celulares. Elas atuam como

enzimas, receptores, anticorpos, canais idnicos, entre outras fungdes. As proteinas salivares e
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plasmaticas podem apresentar mudangas na expressao ou modificagdo pos-traducional (ex.:
glicosilagdo) em cenarios oncoldgicos. No contexto do cancer, alteragdes na expressdo ou
funcdo de proteinas reguladoras do ciclo celular, apoptose e angiogénese sdo frequentes
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). A deteccao de proteinas tumorais especificas, como HER2,
Ki-67, p53 e receptores hormonais, ¢ essencial na classificagdo, escolha terapéutica e
monitoramento do cancer de mama (HARBECK et al., 2019). Estudos mostraram que proteinas
salivares especificas estdo elevadas em pacientes com cancer, sugerindo uso promissor como
biomarcadores diagnosticos ou de monitoramento (LIU, et al., 2018).

No ATR-FTIR as bandas de absor¢do de proteinas sdo frequentemente atribuidas a
grupos laterais de aminodcidos ou a estrutura peptidica na faixa de 1700 cm™ ' a 1500 cm™'. Os
modos vibracionais da estrutura peptidica produzem as bandas amida I e II. A banda amida I
(1700 cm™ a 1600 cm™!) esta associada principalmente a vibragio de flexdo da ligagio N—H.
As bandas das amidas I e II s3o geralmente usadas para analisar a estrutura secundéria da
proteina (BARTH, 2007). A presenca de bandas de absor¢do em 1450 cm ™' e 1400 cm™! é
devido aos modos de flexdo de metila assimétricos e simétricos, respectivamente (FRINGELI;

GUNTHARD, 1981).

2.7.4 — Carboidratos

Os carboidratos sdao biomoléculas constituidas por carbono, hidrogénio e oxigénio, cuja
funcdo principal € fornecer energia. Também participam da comunicagdo celular, adesao e
reconhecimento, principalmente como glicoproteinas e glicolipidios. Em céncer, ha ativac¢do da
glicolise aerdbica (efeito Warburg), com produgdo de lactato e desvio de intermediérios para
biossintese celular (SILVA JUNIOR et al., 2022).

O glicogénio, um polissacarideo ramificado de glicose, ¢ a forma de armazenamento
energético em animais e também sofre alteragdes em tumores. Estudos demonstram que o
metabolismo do glicogénio esta alterado em varios tipos de céancer, incluindo o de mama.
Células tumorais podem reprogramar esse metabolismo para promover sobrevivéncia em
ambientes hipoxicos (FAVARO et al., 2012). Além disso, alteracdes na glicosilagao de
proteinas (ex.: mucinas como MUCI) t€m papel no microambiente tumoral e sdo exploradas
como alvos terapéuticos e biomarcadores (PINHO; REIS, 2015).

No ATR-FTIR, os espectros de carboidratos contém bandas nas seguintes faixas: a
regido de 3600 cm ' a 3050 cm™! ¢ atribuida a vibrago de alongamento de OH, a faixa de 3050

cm ! a 2800 cm™! as vibragdes de alongamento de CHs e CHa, a regido de 1200 cm™! a 800
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cm™!

as vibragdes de alongamento das espécies CO/CC e, finalmente, 1500 cm ' a 1200 cm™!
se relaciona aos modos deformacionais das espécies CH3/CH, (WIERCIGROCH et al., 2017).

A compreensdo das biomoléculas, incluindo lipidios, acidos nucleicos, proteinas e
carboidratos, fornece base essencial para elucidar os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na transformacdo maligna, crescimento tumoral e resisténcia terapéutica. Essas
macromoléculas ndo apenas sustentam as fungdes vitais das células cancerigenas, como
também influenciam diretamente processos como proliferagdo descontrolada, evasdo da
apoptose e adaptagdo ao microambiente tumoral. Ao entender como essas estruturas
bioquimicas contribuem para o comportamento agressivo do cancer, torna-se possivel avangar
para uma analise mais ampla da progressdao da doenca, da disseminagcdo metastatica e das

implicagdes clinicas, incluindo a necessidade de cuidados paliativos integrados para pacientes

em estagios avancados.

2.8 — Progressao e metastase tumoral

A progressao tumoral € um processo que ocorre em varias etapas resultado do acimulo
gradual de alteragdes genéticas, epigenéticas e micro ambientais que permitem a transformagao
de células normais em células malignas altamente agressivas e invasivas. Segundo os
pesquisadores Hanahan e Weinberg (2011), o desenvolvimento tumoral ¢ marcado pela
aquisi¢do progressiva, que caracterizam o comportamento maligno dos tumores humanos.

Uma das primeiras alteragdes observadas ¢ a capacidade dessas células de estimular de
forma continua sua propria proliferagdo, por meio da produgdo autonoma de fatores de
crescimento, como o fator de crescimento epidérmico. Paralelamente, ocorre a inibigdo de
mecanismos que normalmente restringiriam essa multiplicagdo celular, como ¢ o caso das
proteinas supressoras tumorais retinoblastoma (RB) e TP53. Enquanto RB integra sinais
reguladores de proliferagdo celular provenientes do ambiente celular, TP53 atua como sensor
de danos genéticos, interrompendo o ciclo celular ou promovendo a morte celular diante de
lesdes significativas no DNA (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A perda da capacidade de ativar a apoptose, processo natural de morte celular
programada, permite com que essas células escapem de um importante mecanismo de defesa
do organismo. Além da apoptose, mecanismos como autofagia e necrose também exercem
papéis no controle da populacdo celular, seja de forma isolada ou combinada. Quando essas
vias de morte celular sdo desreguladas, a sobrevivéncia das células tumorais ¢ favorecida,

contribuindo para a progressao da doenca (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Como resultado dessas alteragdes, as células malignas se tornam capazes de se replicar
indefinidamente, adquirindo um comportamento "imortal". Diferentemente das células
normais, que entram em senescéncia ap6s um niimero limitado de divisdes, as células tumorais
continuam proliferando sem controle. Esse processo ocorre em um ambiente de instabilidade
gendmica, favorecendo o actimulo de mutacdes e dando origem a populagdes celulares
geneticamente distintas dentro do mesmo tumor, um fendmeno conhecido como
heterogeneidade intratumoral (LANDAU et al.,, 2013; GERLINGER et al., 2012). Esse
microambiente ¢ frequentemente caracterizado por intensa atividade inflamatoria, que também
contribui para a progressao tumoral.

Mecanismos moleculares como a transi¢ao epitélio-mesénquima (EMT), alteracdes na
via PI3K/AKT/mTOR, ativagao de metaloproteinases de matriz (MMPs), além da modulagao
de vias inflamatorias, como NF-kB, sdo amplamente envolvidos na progressdo tumoral
(SANCHEZ-VEGA et al., 2018; LIUy et al., 2018). A EMT, por exemplo, induz perda da
adesdo celular, aumento da motilidade e resisténcia a apoptose, sendo um evento chave para a
invasdo e metastase (YANG; WEINBERG, 2008).

Para manter esse crescimento acelerado, os tumores precisam de suprimentos constantes
de energia, nutrientes e oxigénio. Assim, as células neoplasicas reprogramam seu metabolismo,
aumentando drasticamente a captagdo de glicose e favorecendo a via glicolitica anaerdbica,
mesmo na presenca de oxigénio, fendmeno conhecido como efeito Warburg. Essa via resulta
na produgdo elevada de acido latico e em menor eficiéncia na fosforilagdo oxidativa
mitocondrial (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além disso, para garantir suprimento
adequado, essas células estimulam a formagdo de novos vasos sanguineos, processo
denominado angiogénese, por meio da ativagdo de fatores como o VEGF (fator de crescimento
do endotélio vascular). A formacdo de novos capilares ndo apenas sustenta o crescimento
tumoral, como também favorece a capacidade invasiva das células, permitindo que elas
atravessem vasos e tecidos adjacentes. Esse comportamento culmina na disseminacdo para
orgaos distantes, estabelecendo novos focos tumorais ¢ comprometendo o funcionamento de
estruturas essenciais, um processo conhecido como metastase, que complica o tratamento e
reduz significativamente as taxas de sobrevida (FERLAY et al., 2021; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

No contexto do cancer de mama, os principais sitios de metéstase sdo ossos, figado,
pulmdes e cérebro (CARDOSO et al., 2018). A progressdao tumoral se manifesta por meio de

eventos que promovem a transi¢do de lesdes pré-malignas (como hiperplasia ductal atipica e
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carcinoma ductal in situ) para carcinomas invasivos, com subsequente potencial metastatico.
Essa progressao ¢ impulsionada por alteragdes moleculares especificas e interagdes dinamicas
entre as células tumorais € 0 microambiente mamario (POLY AK, 2011). As mutacdes em genes
como TP53, PIK3CA, BRCA1/2, além da super expressao de HER2, sdo determinantes na
evolucdo de subtipos moleculares agressivos, como o cancer de mama triplo negativo e o
HER2-enriquecido (PEREIRA et al., 2016). Os subtipos luminais (A e B), apesar de mais
indolentes, também podem progredir para formas metastaticas, especialmente quando ha alta
proliferacdo celular indicada pelo marcador Ki-67 (CUZICK et al., 2011).

A ativagdo da EMT em células mamarias neoplasicas contribui para a perda da
expressao de E-caderina e ganho de marcadores mesenquimais como vimentina, facilitando a
invasdo do estroma adjacente e a intravasdao vascular (DONGRE; WEINBERG, 2019). A
presenga de células-tronco tumorais mamarias também tem sido associada a progressdo e
recidiva do cincer de mama, devido a sua alta capacidade proliferativa e resisténcia a
quimioterapia (LIU; WICHA, 2010).

O microambiente mamario exerce papel crucial na progressao do tumor por meio de
sinais de fibroblastos associados ao cancer, células imunes suprimidas (como macrofagos do
tipo M2 e linfocitos T reguladores), além de liberagdo de citocinas inflamatorias (IL-6, IL-8,
TNF-a). A ativacdo dessas vias inflamatdrias contribui para a remodelacdo da matriz
extracelular, evasdo imunoldgica e angiogénese (QUAIL; JOYCE, 2013).

Diante do entendimento dos mecanismos envolvidos na progressao tumoral,
especialmente no cancer de mama, torna-se evidente a importancia de compreender os sinais
sistémicos que refletem essa dinamica biologica. A inflamagao cronica tem papel central nesse
processo, promovendo a sobrevivéncia celular, angiogénese, evasdo imunoldgica e formagao
de metastases. Nesse contexto, diversos marcadores inflamatorios sistémicos tém sido
investigados como potenciais ferramentas progndsticas e preditivas na pratica clinica.
Parametros hematologicos simples e acessiveis, como o RDW, a razao RDW/Plaquetas (RPR),
a razao neutrdfilos/linfocitos (N/L) e a razao linfocitos/mondcitos (L/M), t€ém demonstrado
associacao com a resposta inflamatoria tumoral e a progressao da doenga. Além disso, citocinas
pré-inflamatoérias e imunomoduladoras, como IL-1BETA, IL-6 e IL-10, influenciam
diretamente o microambiente tumoral e a evolugdo clinica. Assim, a analise integrada desses
marcadores pode oferecer insights valiosos sobre o comportamento tumoral e abrir novas
perspectivas para o monitoramento ¢ a estratificagdo de risco em pacientes com cancer de

mama.
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2.9 — Marcadores inflamatorios sisté micos

2.9.1 — Amplitude de distribuicio das hemacias (RDW)

A amplitude de distribui¢do das hemacias (RDW) é um parametro hematoldgico obtido
a partir do hemograma completo, que reflete a variagdo no volume ou tamanho das hemacias
(anisocitose), sendo expresso como um coeficiente de variacao (%). Tradicionalmente utilizado
na avaliacdo de anemias, 0 RDW tem emergido nas ultimas décadas como um biomarcador
inflamatoério sistémico associado a diversas condi¢des clinicas, incluindo doengas
cardiovasculares, autoimunes, infec¢des cronicas e diferentes tipos de cancer (SALVAGNO et
al., 2015).

A atengao a esse sinal tem crescido bastante, com provas indicando que ele representa
um relevante fator de risco autobnomo para 6bito, além de ser facilmente acessivel e econdomico,
qualificando-se como um possivel biomarcador de prognéstico em individuos com cancer. Em
neoplasias malignas, a inflamagdo sistémica e o estresse oxidativo promovem alteragdes no
microambiente hematopoiético, afetando a producao e a maturagdo dos eritrocitos. Essas
condi¢des levam a liberagdo de hemacias imaturas ou morfologicamente alteradas na circulagao
periférica, resultando em maior heterogeneidade do tamanho celular e, consequentemente, no
aumento do RDW (LIPPI et al., 2009). Essas alteragdes sdo comuns no contexto tumoral,
sugerindo que o RDW pode servir como um reflexo indireto da progressao e agressividade
tumoral.

Estudos demonstraram que RDW elevado esta associado a piores desfechos clinicos em
diversos tipos de cancer, como cancer gastrico, colorretal, pulmonar, hepatico e hematolédgicos
(YOUSEFTI et al., 2020; WANG et al., 2019). O trabalho de Hu e seus colegas (2016) mostrou
que pacientes com cancer de pulmao de células nao pequenas que tém RDW elevado possuem
uma sobrevida global inferior em comparagao aqueles com niveis normais de RDW. Isso esta
ligado a uma inflamagao sistémica maior € a uma resposta imunoldgica comprometida, ambos
fatores que podem afetar de forma negativa o progndstico.

Diversas pesquisas também apontam para o papel desse marcador como um indicador
progndstico em pacientes com cancer de esofago (CHENy et al., 2015), carcinoma hepatocelular
(SMIRNE et al., 2015) e cancer de pulmao (KOMA et al., 2013). Além disso, ele ¢ considerado
um preditor independente e progndstico da sobrevivéncia do paciente no momento do

diagnostico (MONTAGNANA; DANESE, 2016). Ademais, investigacdes indicam que altos
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niveis desse marcador estdo associados a uma maior taxa de mortalidade e a menores indices
de sobrevivéncia em casos de linfoma difuso de grandes células (KAMANDI et al., 2023) e
cancer colorretal (ZHAO et al., 2023).

O papel do RDW como biomarcador no cancer de mama vem ganhando atencdo
particular devido a sua acessibilidade, baixo custo e potencial utilidade clinica. Alguns estudos
evidenciam uma associagdo significativa entre RDW aumentado e caracteristicas clinicas
adversas, como maior estadiamento, presenca de metéstases e menor sobrevida global. Yoo e
colaboradores (2021) demonstraram que valores pré-operatorios elevados de RDW foram
preditores independentes de menor sobrevida livre de doenga em pacientes com cancer de
mama invasivo. Da mesma forma, Yao e colaboradores (2019) observaram que pacientes com
altos niveis de RDW apresentavam tumores mais agressivos, com maior expressao de Ki-67 e
receptores hormonais negativos. Esses achados indicam que o RDW pode refletir ndo apenas o
estado inflamatorio sistémico, mas também a biologia intrinseca do tumor.

Estudo aponta que esta ferramenta diagnostica de suporte, pode ser utilizada para
diferenciar tumores de mama benignos de malignos (SERETIS et al., 2013) e Xiao e
colaboradores (2024) sugerem que niveis elevados desse marcador, se correlacionam com o
aumento da mortalidade e menores taxas de sobrevivéncia em cancer de mama. Outros estudos
exploram a correlagio do RDW com subtipos moleculares do cancer de mama. Chen e
colaboradores (2016) sugerem que pacientes com tumores triplo-negativos apresentaram
maiores niveis de RDW, possivelmente refletindo a natureza biologicamente mais agressiva e
inflamatoria desses tumores. Adicionalmente, ha evidéncias de que o RDW possa se associar a
outras alteragdes hematologicas, como a contagem de plaquetas e a razdo (N/L), formando
painéis combinados de marcadores sist€émicos para estratificagao de risco e prognoéstico (CHO
et al., 2018).

Estudos indicaram que um aumento nos niveis de RDW antes do tratamento pode estar
ligado a uma menor taxa de sobrevivéncia sem doenca e a uma sobrevida global reduzida
(HUANG; MA; XIANG, 2016). Além disso, em uma investigagao retrospectiva, foi constatado
que em individuos com cancer de mama, altos niveis de RDW antes do tratamento estiveram
relacionados a taxas mais baixas de sobrevida global e a uma diminuicdo da sobrevida livre de
doenga, sendo sugerido como um possivel fator indicativo de um prognostico desfavoravel
(YAO et al, 2019). Uma relagdo positiva entre RDW e a morte por cancer foi observada,

sugerindo que niveis elevados de RDW estdo ligados a um risco maior de mortalidade, sendo
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visto como um marcador progndéstico independente para 6bito em individuos com cancer, apds
a internagao (LI et al., 2018).

Ainda que os mecanismos exatos que ligam o RDW a oncogénese e progressao tumoral
ndo estejam completamente esclarecidos, a hipdtese inflamatoria é a mais aceita. As células
tumorais e os elementos do microambiente tumoral (macrofagos, linfocitos e fibroblastos)
secretam citocinas inflamatorias que afetam a hematopoiese e promovem alteragdes
morfologicas e funcionais nas hemdcias, como aumento da fragilidade da membrana e
diminui¢do da deformabilidade, caracteristicas detectdveis pelo aumento do RDW (CHI et al.,
2022).

Embora o RDW seja um marcador inespecifico, sua associagdo com a inflamagao
sistémica, desregulagdo hematopoiética e progressao tumoral o torna um biomarcador
promissor no cancer de mama. Sua utilidade clinica pode estar na avaliacao progndstica, na
monitorizagdo de resposta terapfutica e, potencialmente, na triagem complementar,
especialmente em cendrios de baixa complexidade ou recursos limitados. Contudo, sdo
necessarios estudos multicéntricos e prospectivos para validar sua aplicabilidade na pratica

clinica e estabelecer valores de referéncia padronizados de acordo com os subtipos tumorais.

2.9.2 — Razao RDW/Plaquetas (RPR)

A inflamacao sistémica e a resposta do individuo ao tumor sdo elementos centrais na
génese, progressao e disseminagdo do cancer. Nesse contexto, biomarcadores hematologicos
derivados do hemograma completo tém se mostrado promissores por refletirem, de forma
indireta, o estado inflamatorio, imunolégico e hemostatico do paciente. Dentre esses, a razao
entre 0 RDW e a contagem plaquetaria, conhecida como RPR (Red cell Distribution Width-to-
Platelet Ratio), tem emergido como um indicador inflamatorio de valor progndstico em
diferentes neoplasias (TAKEUCHI et al., 2019; BILGIN et al., 2019; EOH et al., 2023).

A RPR combina dois marcadores hematologicos que sdo individualmente influenciados
pela inflamagdo tumoral cronica. O RDW aumenta diante de desordens hematopoiéticas,
hipéxia tecidual, estresse oxidativo e disfuncdo na eritropoese, condi¢des frequentemente
observadas em individuos com cancer (HU et al., 2013). Por sua vez, plaquetas desempenham
papel ativo no crescimento tumoral, angiogénese e metastase, além de serem recrutadas por
citocinas inflamatorias e fatores tumorais. Assim, alteragdes quantitativas e funcionais nas
plaquetas sdo comuns em pacientes oncologicos, podendo representar um mecanismo de

suporte tumoral e marcador de gravidade (GAY; FELDING-HABERMANN, 2011).
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O RPR, ao integrar essas duas varidveis, potencializa a sensibilidade para detectar
processos inflamatodrios e pro-tumorais subjacentes, apresentando-se como um indice superior
a analise isolada de seus componentes. Sua biologia no contexto da enfermidade esta ligada a
relacdo entre o cancer e o microambiente responsavel pela formacao de células sanguineas. O
cancer ¢ capaz de liberar citocinas e fatores de crescimento que influenciam a hematopoese,
resultando em anisocitose e trombocitose. Adicionalmente, a hipoxia causada pelo tumor pode
incentivar a producao de eritropoetina, elevando a variagao no tamanho dos globulos vermelhos
(KOMA et al., 2013).

Varios estudos demonstram que valores elevados de RPR estdo associados & maior carga
tumoral, doenca metastatica, menor sobrevida global e menor sobrevida livre de progressao em
diversos tipos de cancer, como cancer gastrico, glioblastoma e colorretal (GOYAL et al., 2017;
SCHNEIDER etal., 2021; BILGIN et al., 2019). Bilgin e colaboradores (2019) concluiram que
o RPR pode ser utilizado como um indicador prognostico em pacientes com cancer colorretal,
podendo ser util no monitoramento da resposta ao tratamento oncologico.

No caso especifico do cancer de mama, evidéncias crescentes apontam que o RPR pode
servir como um biomarcador progndstico independente, refletindo ndo apenas o estado
inflamatorio sistémico, mas também a agressividade biologica do tumor. Em um estudo
retrospectivo com pacientes com cancer de mama invasivo, Takeuchi e colaboradores (2019)
demonstraram que niveis elevados de RPR estavam associados a maior estadiamento clinico,
presenca de metastases linfonodais e pior sobrevida global. O RPR elevado também foi
correlacionado a subtipos tumorais mais agressivos, como o triplo-negativo. Além disso, o RPR
tem mostrado utilidade como marcador de resposta terapéutica. Estudo relata que pacientes com
cancer de mama que apresentavam queda nos niveis de RPR apds o tratamento adjuvante,
especialmente a quimioterapia, tiveram melhor desfecho clinico em comparagdo aqueles com
RPR persistentemente elevado (WANG et al., 2009). Essa aplicabilidade pode contribuir para
a estratificac¢@o de risco, planejamento terapéutico € monitoramento longitudinal da doenca.

A plausibilidade bioldgica dessa associacao esta ancorada no entendimento de que tanto
a inflamag¢do sistémica quanto a trombocitose reativa sdo componentes-chave do
microambiente tumoral. As plaquetas, além de fornecerem suporte estrutural para a
disseminagdo tumoral por meio de agregados com células cancerigenas na circulagdo, também
liberam fatores de crescimento (VEGF, PDGF) e citocinas pro-inflamatorias que favorecem a

angiogénese, evasao imune e metastase (LABELLE; BEGUM; HYNES, 2011).
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No entanto, apesar dos resultados promissores, a incorporagdo clinica do RPR ainda
enfrenta limitagdes, incluindo a auséncia de valores de referéncia padronizados, a
heterogeneidade entre os estudos e a influéncia de comorbidades (anemia, infec¢des, distirbios
hematologicos) que também alteram os pardmetros hematoldgicos. Portanto, ¢ fundamental que
futuras pesquisas, especialmente estudos prospectivos multicéntricos com grandes coortes,
explorem a validade, reprodutibilidade e aplicabilidade clinica do RPR no contexto do cancer

de mama.

2.9.3 — Razao neutréfilos/linfocitos (N/L)

O cancer ¢ uma doenga multifatorial cuja progressdao estd intimamente relacionada ao
estado inflamatério sistémico do organismo. Nas ultimas décadas, diversos biomarcadores
hematologicos derivados do hemograma completo, como a razao neutrofilos/linfocitos (N/L),
ganharam destaque por sua simplicidade, baixo custo e potencial prognéstico. A relagdo N/L
representa o balango entre duas linhagens celulares do sistema imunologico: os neutrofilos, que
promovem a inflamagao, e os linfocitos, que sdo essenciais na resposta imune antitumoral. Um
aumento na razdo N/L tem sido associado a progndstico desfavoravel em diversos tipos de
cancer, incluindo o cancer de mama (LI et al., 2014; CHENy et al., 2015; GU et al., 2016;
TEMPLETON et al., 2014; ETHIER et al., 2017).

A elevacao da razdo N/L sugere um predominio do eixo inflamatdrio pro-tumoral,
favorecendo a angiogénese, a evasao imune e a progressao neoplasica. Neutrofilos recrutados
para o microambiente tumoral podem promover a liberagdo de fatores pro-angiogénicos (como
VEGF), enzimas proteoliticas e citocinas inflamatorias que facilitam a migragdo, invasdo e
metastase de células tumorais. Por outro lado, uma linfopenia relativa pode indicar supressao
da imunidade adaptativa, com redu¢do da vigilancia imunologica e da destruicao de células
neoplasicas (GOODEN et al., 2011; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

No cancer de mama, diversos estudos apontam que a razdo N/L elevada estd
significativamente associada a piores desfechos clinicos, incluindo menor sobrevida global e
menor sobrevida livre de progressao. Um estudo retrospectivo com 1.510 pacientes com cancer
de mama realizado por Ethier et al. (2017) demonstrou que pacientes com N/L acima de 4,0
apresentaram aumento significativo na taxa de recorréncia e mortalidade, independentemente
de outros fatores progndsticos como estadiamento clinico ou subtipo molecular.

Além disso, o valor preditivo da N/L tem se mostrado relevante em diversos contextos

clinicos, incluindo a resposta a quimioterapia neoadjuvante, ocorréncia de metéstases
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linfonodais, status do receptor hormonal e subtipo molecular do tumor. Em pacientes com
cancer de mama triplo-negativo, valores elevados de N/L foram relacionados a pior resposta ao
tratamento e pior prognostico. Adicionalmente, foi visto que uma alta razao N/L esta associada
a taxas desfavoraveis de sobrevida global e sobrevida livre de doenga em pacientes com cancer
de mama, sendo seu valor prognostico congruente entre diversos fatores clinico-patologicos,
dentre o estadiamento e subtipo da doenca (CORBEAU; JACOT; GUIU, 2020).

A medi¢do da razdo N/L € ndo invasiva e facilmente obtida, sendo calculada a partir de
exames laboratoriais rotineiros. Isso a torna uma ferramenta promissora ndo apenas para
estratificacao de risco, mas também como auxilio na tomada de decisoes clinicas. Ainda assim,
nao ha um ponto de corte universalmente aceito, € os valores de referéncia podem variar entre
populagdes e tipos de cancer (FORGET et al., 2017). Outro ponto de atencao ¢ a influéncia de
condi¢des inflamatoérias ndo malignas, como infec¢des ou doengas autoimunes, que podem
alterar temporariamente os niveis de neutrdfilos e linfocitos.

Diante disso, diversos autores sugerem que a razdo N/L deva ser utilizada em conjunto
com outros marcadores inflamatérios, como a razdo linfocitos/mondcitos (L/M), a razdo
RDW/plaquetas (RPR) e as interleucinas (IL-6, IL-10), compondo um painel inflamatorio
sistétmico com maior poder prognostico (ZHANG; SUN; ZHANG, 2020; CORBEAU et al.,
2020).

Assim, a razdo N/L representa uma interface entre imunologia, inflamagao e oncologia
clinica, com crescente valor como marcador prognostico no cancer de mama, especialmente
quando utilizada em conjunto com variaveis clinicas e moleculares. A consolida¢do de sua
aplicabilidade clinica, contudo, depende de mais estudos prospectivos, multicéntricos e

padronizados.

2.9.4 — Razao linfocitos/mondcitos (L/M)

Dentre os biomarcadores hematologicos utilizados para refletir o estado
imunoinflamatério do individuo, a razao linfocitos/mondcitos (L/M) tem se destacado como
um indicador promissor, especialmente em contextos oncoldgicos. Esse indice, facilmente
obtido a partir de um hemograma comum, ¢ calculado pela divisio do numero absoluto de
linfocitos pelo nlimero absoluto de mondcitos circulantes. Uma razdo L/M reduzida tem sido
associada a maior agressividade tumoral, metastase e menor sobrevida em diversos tipos de
cancer, como pancreatico (STOTZ et al., 2015; LI et al., 2024), colon (STOTZ et al., 2014),
hepatocelular e cancer de mama (CHO et al., 2018; LOSADA et al., 2019).
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Do ponto de vista imunoldgico, linfocitos sdo células-chave da resposta imune
antitumoral adaptativa, responsaveis por reconhecer e destruir células neoplésicas por meio de
mecanismos mediados por células T citotoxicas e células natural killers (NK). Ja os mondcitos
sdo precursores de macrdofagos e células dendriticas e, ao infiltrarem o microambiente tumoral,
podem se diferenciar em macréfagos associados ao tumor, que frequentemente assumem um
fenotipo M2 imunossupressor e pro-tumoral. Estes macrofagos associados ao tumor favorecem
a angiogénese, a evasao imunologica e a progressao do tumor (QIAN; POLLARD, 2010;
MANTOVANI et al., 2017). Assim, uma baixa razdo L/M sugere um desequilibrio entre a
defesa imunoldgica e o suporte tumoral, refletindo uma resposta inflamatéria sistémica
deletéria.

No cancer de mama, diversos estudos tém demonstrado a associa¢do entre uma razao
L/M diminuida e desfechos clinicos negativos, como menor sobrevida global e sobrevida livre
de progressao. Em uma metanalise conduzida por Hu e colaboradores em 2018, observou-se
que pacientes com L/M reduzida apresentaram um risco significativamente maior de
mortalidade e recorréncia, independentemente do subtipo molecular. O estudo reforca a
aplicabilidade da razdo L/M como um marcador prognostico ndo invasivo e de facil obtencao
clinica. Em outro estudo, mostrou que individuos que apresentam cancer de mama localmente
avancado e altos indices de L/M (>4,25) mostraram uma associagdo significativa com um
aumento na sobrevida livre de doenca. Apds o tratamento com quimioterapia, essa conexao
conseguiu prever um prognostico positivo, indicando que a resposta imunoldgica ao cancer de
mama esta vinculada a acdo de citocinas reguladoras que estdo presentes no microambiente do
tumor (NI et al., 2014).

Apesar do seu potencial clinico, a aplicagdo da razdo L/M ainda carece de padronizacao
de pontos de corte, e valores considerados prognosticos podem variar entre populagdes e
metodologias. Além disso, condi¢des inflamatérias agudas, infecgdes e doengas autoimunes
podem interferir temporariamente nos niveis de linfécitos e monocitos, devendo ser
cuidadosamente consideradas na interpretacao clinica. Ainda assim, a razao /M apresenta-se
como um biomarcador de fécil acesso, custo reduzido e alto valor prognostico, especialmente
quando avaliada em conjunto com outros indicadores inflamatoérios, como a razio
neutrofilos/linfocitos (N/L), RDW, plaquetas e interleucinas, compondo um painel

imunoinflamatdrio robusto para pacientes com cancer de mama.

2.9.5 — Interleucina-1 BETA (IL-1BETA)
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A interleucina-1 BETA (IL-1BETA) ¢ uma citocina predominantemente produzida por
mondacitos, macrofagos ativados e células epiteliais, embora também possa ser secretada por
células dendriticas, linfocitos B, células NK e até por células tumorais. E uma citocina pro-
inflamatoria que em situagdes de equilibrio fisioldgico, seus niveis permanecem baixos, mas
durante respostas imunes ativas, sua producao ¢ amplificada, resultando em efeitos como febre,
vasodilatagdo e queda da pressdo arterial (SIMS; SMITH, 2010; DINARELLO, 2009).

Um dos principais papéis da IL-1BETA ¢ a promocdo da migracdo de células
inflamatorias para locais de inflamagao aguda e cronica, lesdo ou infecgdo. Isso ocorre por meio
do aumento da expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais e da estimulagdo da
producdo de quimiocinas, facilitando o recrutamento de células do sistema imune do sangue
para os tecidos, onde participam do processo de remodelacao tecidual (DINARELLO, 2009).
Além disso, ela exerce papéis criticos na modulacdo da proliferacdo celular, angiogénese,
invasdo e metéstase tumoral (DINARELLO, 2018).

A IL-1BETA ¢ ativada via complexo inflamassoma NLRP3, sendo uma peca-chave na
resposta inflamatoria ligada a génese do tumor (DINARELLO, 2018). Essa resposta
inflamatoria mediada pela IL-1BETA tende a ser bem regulada. No entanto, em quadros
inflamatorios persistentes, essa citocina pode ser detectada em altas concentragdes nos fluidos
corporais, servindo como indicador de inflamagdo cronica (APTE et al., 2006).

Além de sua fungdo imunoldgica, a IL-IBETA também participa de mecanismos
associados a carcinogénese. Ela tem sido apontada como um importante mediador do
microambiente tumoral. Sua super expressao pode induzir uma alteragdo fenotipica do estroma
tumoral, promovendo a liberacdo de fatores como VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) e MMPs (metaloproteinases da matriz), os quais favorecem a angiogénese € a
remodelagdo tecidual, facilitando o crescimento e a disseminagao das células malignas. Além
disso, a IL-1BETA pode estimular a produ¢do de outras citocinas inflamatérias, como IL-6 e
TNF-a, ampliando o circuito inflamatdrio no microambiente tumoral (BENT et al., 2018). Ela
participa da formagao de novos vasos sanguineos (angiogénese), invasao tumoral e proliferacao
celular maligna. Dentro do microambiente tumoral, essa interleucina ¢ comumente produzida
por células mieloides, incluindo neutr6filos, monocitos, macréfagos e células dendriticas
(DMITRIEVA et al., 2016).

Especificamente no cancer de mama, evidéncias crescentes tém demonstrado que niveis
elevados de IL-1BETA estdo associados a maior agressividade tumoral, pior progndstico e

resisténcia terapéutica. O estudo de Anber e colaboradores (2016) demonstrou que a IL-1BETA
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esta significativamente aumentada no soro de pacientes com cancer de mama em comparagao
com controles saudaveis, sendo particularmente mais expressa em pacientes com subtipos
triplo-negativo e HER2-enriquecido, sugerindo uma associagdo com fendtipo tumoral mais
agressivo. Além disso, estudos mostraram que a IL-1BETA pode promover a EMT em células
de cancer de mama, aumentando sua motilidade e capacidade invasiva. Este mecanismo ¢
fundamental para a progressao tumoral e estabelecimento de metéstases, especialmente em
orgaos distantes como os 0ssos e o cérebro (ZHOU; TULOTTA; OTTEWELL, 2022). Ensaios
clinicos em andamento vém explorando o uso de inibidores de IL-1BETA, como o
canaquinumabe, como terapia adjuvante em diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de

mama (RIDKER et al., 2017) e abrindo novas perspectivas para a oncologia de precisao.

2.9.6 — Interleucina-6 (IL-6)

A interleucina-6 (IL-6) ¢ uma citocina de natureza pro-inflamatoria, que exerce papéis
centrais tanto na resposta imune quanto no metabolismo, imunidade adaptativa e formagao dos
elementos celulares do sangue. A sua producao pode ser induzida por diferentes tipos celulares,
incluindo macrofagos, fibroblastos, linfocitos T, células endoteliais, mesenquimais e células
tumorais (AKIRA; TAGA; KISHIMOTO, 1993). Quando ocorre um estimulo inflamatorio em
um tecido especifico, ha ativagdo local da sintese de IL-6, que posteriormente atinge o figado,
onde promove a producao de proteinas de fase aguda moduladas por sua acdo (TANAKA;
NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

Na medula 6ssea, a IL-6 participa da hematopoese, estimulando a diferencia¢do de
megacariocitos e, por consequéncia, contribuindo para a geragao de plaquetas (ISHIBASHI et
al., 1989). Além disso, essa citocina estd envolvida na resposta imune adaptativa, favorecendo
tanto a producdo de anticorpos quanto a ativagdo de linfocitos T efetores, desempenhando
assim, papel fundamental na imunidade humoral. Seus efeitos ndo se restringem ao sistema
imunologico e sua expressao desregulada pode estar implicada no desenvolvimento de diversas
doengas (KIMURA; KISHIMOTO, 2010).

Embora a IL-6 seja essencial para a manutengdo da homeostase, estudos demonstram
que ela também pode exercer fungdes pro-tumorais, atuando como mediadora-chave do eixo
inflamagao-cancer, promovendo a proliferacdo celular, angiogénese, ativacdo da producao de
estrogénios, promoc¢do da migragdo celular, indu¢do da EMT, invasdo tecidual, metastase,
resisténcia terapéutica e inibi¢do de mecanismos apoptdticos, contribuindo para a progressao

do cancer (SINGH et al., 1997; KUMARI et al., 2016). Sua participacdo na tumorigénese tem
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sido amplamente reconhecida (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). Niveis elevados
de IL-6 circulante tém sido associados a pior progndstico em pacientes com cancer de mama,
como observado por Salgado e colaboradores (2003), que relataram desfechos negativos em
pacientes pré-tratadas com essa citocina. No entanto, outros autores, como Karczewska e
colaboradores (2000), observaram que o aumento na expressao de mRNA de IL-6 e de seu
receptor (IL-6R) pode estar relacionado a melhor progndstico em determinados contextos
clinicos.

No cancer de mama, altos niveis séricos e intratumorais de IL-6 estdo correlacionados
com maior agressividade tumoral, progressao clinica, presenga de metastases, pior prognostico
e menor sobrevida global, o que refor¢a seu potencial como biomarcador de gravidade e
progressao tumoral (CHANG et al., 2013). A IL-6 esta frequentemente aumentada em pacientes
com subtipos moleculares mais agressivos, como o triplo-negativo e HER2-enriquecido,
desempenhando um papel significativo na manuten¢do de células-tronco tumorais e na
quimiorresisténcia (SANSONE et al., 2007; JOHNSON; O'KEEFE; GRANDIS, 2018).

Estudos experimentais demonstram que o bloqueio da sinalizagao da IL-6 pode reduzir
a proliferagdo celular, suprimir a formacao de esferas mamadrias (indicativas de células-tronco
tumorais) e aumentar a sensibilidade a quimioterapia. Além de sua atuagdo bioldgica, a IL-6
tem ganhado destaque como biomarcador diagnostico, prognodstico e preditivo de resposta ao
tratamento (LIU et al., 2023). Uma metanalise conduzida por Liu e colaboradores (2023)
evidenciou que pacientes com cancer de mama apresentam niveis séricos de IL-6
significativamente mais elevados em compara¢do com controles saudéaveis, sendo também
maior nos estagios avangados da doenga. Isso reforca seu potencial como marcador de
estratificacdo de risco e alvo terapéutico.

Do ponto de vista clinico, a IL-6 também participa de processos associados a caquexia
tumoral, resposta sist€émica inflamatdria, trombocitose paraneoplasica e imunossupressao
tumoral, o que contribui para um microambiente favordvel a progressdo do cancer. Essa
evidéncia tem impulsionado o desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas no
bloqueio da via IL-6, como os agentes tocilizumabe e ruxolitinibe, atualmente em investigacao
clinica para neoplasias soélidas, incluindo o cancer de mama (JOHNSON; O'KEEFE;
GRANDIS).

2.9.7 — Interleucina-10 (IL-10)



83

A interleucina 10 (IL-10) ¢ reconhecida como uma das citocinas mais potentes no
controle de processos inflamatorios. Sua descoberta remonta a 1989, quando Fiorentino; Bond,
Mosmann, identificaram uma substancia presente no sobrenadante de culturas de linfocitos
Th2, que inibia seletivamente a produgao de citocinas por linfocitos Th1. Inicialmente nomeada
como Fator Inibidor da Sintese de Citocinas, andlises posteriores de natureza bioquimica e
imunoldgica confirmaram tratar-se de uma nova citocina, posteriormente denominada 1L-10
(MOORE et al., 2001).

Essa molécula apresenta um papel multifacetado na modulacdo do sistema imune, sendo
produzida por uma ampla variedade de tipos celulares, tais como, leucocitos, linfocitos T
reguladores, células dendriticas, macrofagos, além de células tumorais de diferentes origens,
como as de mama, pancreas, rim, célon, bem como por melanomas e neuroblastomas
(SAXENA etal., 2015; AHMAD etal., 2018). A IL-10 ¢ caracterizada por uma meia-vida curta
e um alcance de ac¢ao limitado, porém sua produgdo por diferentes tipos celulares garante uma
resposta rapida e localizada sempre que necessaria.

Além de sua ampla distribuicao, a IL-10 pode exercer funcgdes especificas dependendo
do tipo celular envolvido. Ela desempenha papel essencial na modulagdo da resposta imune,
especialmente por inibir a producdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a,
além de reduzir a expressdo de moléculas coestimulatérias e a ativacdo de células
apresentadoras de antigenos (IYER; CHENG, 2012; COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). Um
exemplo classico ¢ sua atuagdo nas cé€lulas T regulatérias, que utilizam essa citocina para
suprimir reacdes inflamatorias e respostas autoimunes, conforme demonstrado por Denning;
Kim; Kronenberg (2005) em modelos de colite. Células B com fun¢ao reguladora também vém
sendo investigadas pela sua capacidade de manter a autotolerancia através da liberacao de IL-
10 (MAURI; BOSMA, 2012). Por sua vez, c€lulas apresentadoras de antigenos (APCs) e
elementos da imunidade inata, como macrofagos e células dendriticas, ndo apenas produzem
IL-10, como também utilizam essa citocina como mecanismo de retroalimentacdo autdcrina
para limitar sua propria ativacao e, consequentemente, evitar respostas adaptativas excessivas
(SAXENA et al., 2015).

Dessa forma, a IL-10 exerce um papel essencial na regulagdo tanto da imunidade inata
quanto da adaptativa, atuando como um elemento-chave na modulagao da atividade de células
T e B, NK, APCs e outros componentes imunoldgicos. Quando hé falhas na sua regulacio,
podem ocorrer graves consequéncias, incluindo estados de imunodeficiéncia, doengas

autoimunes ou danos teciduais intensos (HOFMANN et al., 2012).



84

Essa citocina desempenha um papel ambiguo no contexto oncoldgico: por um lado,
possui caracteristicas antiangiogénicas e propriedades imunomoduladoras que podem
contribuir para conter o crescimento e a disseminagdo tumoral; por outro, ao agir como um
agente imunossupressor, pode facilitar a evasdo do sistema imunoldgico pelas células
cancerigenas, inibindo a apresentacdo de antigenos aos linfocitos T CD8 e promovendo, assim,
um comportamento mais agressivo das células malignas (MOCELLIN et al., 2003; RUFFELL;
AFFARA; COUSSENS, 2012; NAING et al., 2018).

No cancer de mama, assim como em outros tipos de neoplasias, a IL-10 apresenta efeitos
contraditorios. Entre suas agcdes com potencial antitumoral, destacam-se a ativagao de células
NK e de linfécitos T citotoxicos, que contribuem para a resposta imune mediada por CD4 e
CD8, além da supressao da produg¢do de IL-6, uma citocina conhecida por estimular a
proliferacdo tumoral ao induzir proteinas pro-sobrevivéncia e favorecer a angiogénese
(HAMIDULLAH; CHANGKIJA; KONWA, 2012).

Contudo, quando em concentragdes elevadas, a IL-10 pode favorecer o crescimento
tumoral ao enfraquecer a imunovigilancia. Isso ocorre pela reducdo da capacidade dos
macrofagos de apresentar antigenos, além da inibicdo da produgdo de outras citocinas
fundamentais para a deteccdo e destruicdo das células tumorais pelo sistema imune
(HAMIDULLAH; CHANGKIJA; KONWA, 2012). A produgdo de IL-10 por células
imunologicas e neoplasicas contribui significativamente para a proliferacao celular e para a
progressdao do tumor, sendo comum encontrar niveis elevados dessa citocina no soro de
pacientes com cancer de mama. E possivel que células metastaticas secretoras de IL-10 induzam
uma regulacdo negativa das respostas inflamatérias, promovendo um ambiente permissivo a
disseminagdo tumoral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015, HAMIDULLAH,;
CHANGKIJA; KONWA, 2012).

Varios estudos buscaram estabelecer correlagdes entre os niveis séricos de 1L-10 ¢
parametros clinico-patologicos no cancer mamario. Por exemplo, Chavey e colaboradores
(2007) identificaram que pacientes com tumores negativos para o receptor de estrogeno
apresentam maior expressao de IL-10 quando comparados aqueles com tumores RE positivos.
Ja Llanes-Fernandez e colaboradores (2006) observaram que altos niveis de IL-10 estavam
associados a tumores HER2 positivos, enquanto pacientes com tumores negativos para p53
também apresentavam niveis aumentados dessa citocina.

Do ponto de vista clinico, a IL-10 tem sido investigada como biomarcador progndstico

e preditor de resposta imune, além de representar um potencial alvo terapéutico. Ensaios
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clinicos estao avaliando IL-10 recombinante peguilada (pegilodecakin) em combinagao com
inibidores de checkpoint imunoldgico, com resultados promissores na ativacao de células T
especificas contra o tumor, especialmente em neoplasias refratarias (NAING et al., 2018;
MUMM et al., 2011).

A IL-10 representa um componente critico da interface entre inflamag¢ao, imunidade e
progressdao tumoral, especialmente no contexto do cancer de mama. A compreensdo da sua
dupla atuagdo, imunossupressora ¢ imunomoduladora, ¢ essencial para a exploracdo de
estratégias terapéuticas personalizadas, especialmente em subgrupos com microambientes
tumorais imunorregulatorios. A literatura tem reforcado o envolvimento da IL-10 tanto no
inicio quanto na progressao do cancer de mama, sugerindo seu potencial como biomarcador
diagndstico ou prognodstico. No entanto, os mecanismos especificos por tras dessa atuacao ainda
ndo estdo completamente elucidados, especialmente em populagdes geneticamente diversas,
como a brasileira, nas quais os efeitos da IL-10 sobre o perfil clinico da doenca ainda sdo pouco
compreendidos.

A compreensdao do papel dos marcadores inflamatoérios sist€émicos no contexto
oncologico, especialmente no cancer de mama, fornece subsidios importantes para a avaliagao
do prognostico clinico. Esses biomarcadores nao apenas refletem o estado imune e inflamatério
do paciente, mas também se correlacionam com parametros de agressividade tumoral, resposta
ao tratamento e risco de progressao. Nesse cenario, sua utilizagdo como variaveis prognodsticas
ganha destaque na analise de sobrevida global, permitindo estimativas mais acuradas sobre os
desfechos clinicos, sobretudo em modelos estatisticos multivariados. Assim, a seguir, serdo
abordados as estratégias e os fundamentos da andlise de sobrevida global, com énfase na
aplicacdo clinica desses marcadores como possiveis preditores de mortalidade e recorréncia

tumoral.

2.10 — Analise de sobrevida global

A andlise de sobrevida global (Overall Survival — OS) ¢ uma métrica essencial na
oncologia clinica e translacional, pois representa o tempo decorrido entre o diagndstico ou
inicio do tratamento e o 6bito por qualquer causa. Este desfecho ¢ amplamente utilizado em
ensaios clinicos e estudos observacionais por refletir de maneira objetiva o impacto de

intervengdes terapéuticas, biomarcadores e caracteristicas clinicas no progndstico do paciente

oncolégico (PHUNG; TIN; ELWOOD, 2019).
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No contexto do cancer, a sobrevida global ¢ influenciada por diversos fatores, como
estadiamento tumoral, perfil molecular, estado inflamatorio sist€émico, resposta imune, tipo €
tempo de tratamento, além de comorbidades e dados demograficos (ALLEMANI et al., 2018).
O modelo estatistico mais empregado para esse tipo de andlise ¢ o modelo de riscos
proporcionais de Cox, que permite a avaliacdo de multiplas varidveis simultaneamente e sua
associacao com o tempo de vida dos pacientes (THERNEAU, 1997). O uso de curvas de
Kaplan-Meier também é comum, especialmente para apresentar graficamente a probabilidade
de sobrevivéncia ao longo do tempo e comparar grupos (KAPLAN; MEIER, 1958).

No cancer de mama, essa andlise ¢ ainda mais relevante devido a grande
heterogeneidade da doenca, que inclui subtipos como luminal A, luminal B, HER2-enriquecido
e triplo-negativo, cada um com caracteristicas biologicas, comportamentos clinicos e taxas de
sobrevida distintas (PEROU et al., 2000; HARBECK et al., 2019). Segundo dados do estudo
CONCORD-3, a sobrevida global em cinco anos para cancer de mama pode variar de 50% a
mais de 90% a depender do pais, acesso ao tratamento e estagio ao diagnostico (ALLEMANI
et al., 2018).

Nos ultimos anos, biomarcadores inflamatorios, como RDW, RPR, razdo N/L e
interleucinas, vém sendo explorados como varidveis prognosticas em modelos de andlise de
sobrevida global no cancer de mama (XU et al., 2022; CHEN, et al., 2015). Essas variaveis,
acessiveis e de baixo custo, t€ém sido associadas a um pior prognostico em pacientes com
tumores mais agressivos ou doenca metastatica. Além disso, a incorporacdo de dados
moleculares e gendmicos, como painéis multigénicos (Oncotype DX, MammaPrint), tem
ampliado o poder preditivo dos modelos de sobrevida (PICCART et al., 2016).

A analise de sobrevida global também tem papel central no desenvolvimento de
estratégias de medicina personalizada, ao permitir a estratificacdo de risco e orientar condutas
terapéuticas baseadas na probabilidade individual de desfecho adverso. Tais abordagens
favorecem a tomada de decisdo clinica mais eficaz, otimizando o balango entre beneficios ¢
riscos das intervengdes (SPARANO et al., 2018).

Dessa forma, a analise de sobrevida global representa uma ferramenta crucial tanto para
a pesquisa cientifica quanto para a pratica clinica em oncologia. Ao considerar a complexidade
bioldgica do cancer de mama e os multiplos fatores que influenciam a sobrevida, sua aplicacao
permite uma compreensdo abrangente do prognostico, contribuindo para o avanco de

abordagens diagnosticas e terapéuticas mais eficientes e individualizadas.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade clinica de abordagens complementares para o diagndstico e o

prognostico do cancer de mama, investigando a utilidade de perfis obtidos a partir de fluidos

biologicos e biomarcadores inflamatorios sistémicos e imunoldgicos, bem como suas

correlagdes com caracteristicas clinico-patoldgicas e com a sobrevida global de mulheres com

cancer de mama, incluindo casos avancados.

Objetivos especificos

Descrever as caracteristicas clinico-patoldgicas-hormonais das pacientes com cancer de
mama, inclusive casos avangados, e doenca benigna da mama;

Mensurar grupos funcionais dos constituintes séricos e salivares tumorais a partir da
técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);
Identificar diferengas bioquimicas entre os fluidos soro e saliva de mulheres com cancer
de mama, doenga benigna da mama e controles saudaveis;

Realizar andlise intragrupos e intergrupos dos resultados espectrais;

Determinar e avaliar possiveis marcadores bioldgicos com a finalidade diagndstica,
progndstica e de monitoramento das neoplasias mamarias e de sua terapéutica;
Verificar a associagdo entre RDW, RPR, N/L, L/M, IL-1BETA, 1L-6 ¢ IL-10, com a
sobrevida global de pacientes com cancer de mama avangado;

Avaliar os potenciais biomarcadores inflamatorios sistémicos RDW, RPR, N/L, L/'M,
IL-1BETA, IL-6 e IL-10 para o progndstico das pacientes com cancer de mama

avancado.
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4 RESULTADOS

ARTIGO 1. “Comparative spectral analysis of blood and saliva in breast cancer, benign
breast disease and healthy controls using ATR-FTIR”

O artigo foi submetido na revista Scientific Reports, fator de impacto 3.9
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Abstract

Breast cancer (BC) ranks among the most prevalent tumors affecting women. This research
explores the ability of Attenuated Total Reflection Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) to
identify different biochemical elements found in bodily fluids such as serum and saliva from
individuals with BC, individuals with benign breast disease (BBD), and healthy individuals. A
cross-sectional analysis was performed on samples from 73 participants, comprising 31 with
BC, 18 with BBD, and 24 healthy subjects, to examine biochemical differences across the
groups. The findings indicated that the levels of the biochemical elements nucleic acids,
proteins, lipids and glycogen significantly differed among the fluids. Specifically, the
wavenumber of 2930 cm™! in saliva was capable of statistically differentiating BC patients from
BBD patients and healthy controls. In the serum samples, a significant difference was observed

at 1295 cm (p = 0.0014). However, serum collection has some disadvantages such as
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invasiveness and the need for trained personnel. Wavenumbers in saliva have emerged as
potential breast cancer biomarkers, suggesting that this approach could serve as a valuable,
noninvasive method and readily available option for breast cancer screening. ATR-FTIR
spectroscopy has the potential to pave the way for the investigation of more efficient and less

invasive clinical diagnostic methods.

Keywords: Biomarkers; DNA fingerprinting; Nucleic acids; Lipids; Serum; Saliva.

Introduction

Breast cancer (BC) is one of the most frequently occurring cancers in women worldwide [1]. It
is a complicated and diverse illness resulting from multiple factors and necessitates more
thorough monitoring strategies or alternative screening methods [2, 3]. As per the World Health
Organization, 2.3 million cases were diagnosed and 670,000 fatalities were occurred globally

in 2022 [1].

BC screening tests have two primary benefits: prompt detection and the chance to initiate
appropriate therapy [1]. Initial methods for diagnosis include magnetic resonance imaging,
mammography, and ultrasound [4, 5]. Mammography remains the gold standard for population-
based breast cancer screening, as it allows early detection and reduces mortality [6], however,
its sensitivity may be reduced in women with dense breasts, and false-positive and false-
negative findings are well-recognized limitations that can lead to unnecessary additional
imaging or biopsies [7, 8]. Ultrasound is often used as a complementary modality, particularly
in the assessment of dense breast tissue and in specific clinical contexts, although it is may
present limited specificity [6]. Moreover, practical limitations such as the costs involved, need
for specialized infrastructure and trained personnel, and patient discomfort or anxiety may
restrict access to these imaging modalities in some healthcare settings. The definitive method
for diagnosing the disease is histopathology, which requires a breast tissue biopsy, a costly and
invasive procedure that can cause pain and anxiety in patients [9, 10]. To avoid unnecessary
biopsies, alternative tools capable of analyze the physicochemical composition of biological
fluids in a fast, simple, less invasive, accessible, and low-cost way are needed, contributing to

public health.

Serum and saliva, two biological fluids, can be used to evaluate patients with BC. Cancer

induces multiple systemic and local biochemical alterations that can be reflected in changes in
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the molecular composition of circulating and secreted biofluids [11]. Serum, the liquid portion
of blood remaining after clotting, is devoid of blood cells and clotting factors. It contains a
diverse range of molecules and is maintained within a narrow pH range of 7.35-7.45 to ensure
proper metabolic function. It serves as a transport medium for essential components such as
nutrients, respiratory gases, hormones, and waste products [12, 13]. Conversely, saliva, which
is created by the salivary glands, is mostly made up of water, making up approximately 98% of
its total composition. Its pH ranges from 6.2-7.6, facilitating the initial digestion of food,
lubrication, swallowing, protection of the oral mucosa, maintenance of oral health and

regulation of oral pH [14, 15].

These biochemical differences between serum and saliva are crucial for understanding the
distinct physiological functions of each biofluid, as they reflect the specific biochemical
composition and environmental demands of their respective systems. Furthermore, the
comparison between these two fluids helps to assess whether saliva can be a valid alternative
or a complement to blood-based (serum) liquid biopsy, since it is a truly non-invasive option.
To evaluate the physicochemical properties of biological molecules in such fluids, Attenuated
Total Reflection Spectroscopy - Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) is particularly
suitable. This vibrational spectroscopic technique probes the molecular bond vibrations and
provides a comprehensive biochemical fingerprint of complex biological matrices. In biofluids,
characteristic infrared absorptions arise from major molecular classes, proteins, lipids, nucleic
acids, and carbohydrates/glycoconjugates, each contributing distinct spectral features. Because
serum and saliva differ in the relative abundance and composition of these classes (e.g., higher
total protein in serum and greater mucin/glycoconjugate content in saliva), their ATR-FTIR
spectra display distinct and comparable patterns that reflect their biochemical environments.
The technique offers multiple advantages: it is rapid, label-free, reagent-free, highly
reproducible, automated, cost-effective, and requires only microliter sample volumes with
minimal preparation, as the sample is directly placed in contact with the crystal surface [7, 16

~211.

Previous studies have utilized ATR-FTIR spectroscopy to identify breast cancer by examining
blood samples [11, 22], and researchers from our group have applied this technique to analyze
saliva samples for the detection of disease-related biochemical alterations [23]. In a previous
study [23], we demonstrated through receiver operating characteristic (ROC) curve analysis
that salivary biomarkers can accurately differentiate patients with BC from those with benign

conditions and healthy controls. That investigation involved a smaller cohort (30 women) and
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employed freeze-dried saliva, a method requiring longer preparation times in the laboratory.
The present study, in contrast, simplifies sample processing and includes a larger cohort (73

women).

Building upon previous work, the current study advances the field by providing a direct, of two
biological fluids, serum and saliva, within group patient comparison, using ATR-FTIR
spectroscopy. To our knowledge, this is the first study to simultaneously evaluate serum and
saliva from the same breast cancer population, to elucidating the physicochemical differences
between these fluids among patients with breast cancer, benign breast disease, and healthy
controls. We investigated the hypothesis that serum and saliva, when from the same individual,
exhibit an inherently distinct molecular signature, detectable by ATR-FTIR. The present study
aimed to compare serum and saliva from patients with breast cancer, benign breast disease, and
healthy controls via ATR-FTIR spectroscopy and to elucidate the physicochemical differences

between these biological fluids within the same set of patients.

Methods
Study Design, Sample Size and Eligibility Criteria

This research conducted a cross-sectional analysis at a clinical hospital located in Uberlandia,
MG, Brazil, following approval by the Human Research Ethics Committee of the Federal
University of Uberlandia (CAAE 31626620.2.0000.5152) and adhering to the standards of the
Declaration of Helsinki and Resolution CNS 466/12. The study included 73 volunteer
participants who signed an informed consent form. Women diagnosed with breast cancer (BC
group, n = 31), confirmed by anatomopathological examination, were included. Additionally,
women who, after surgery, were diagnosed with atypical ductal hyperplasia, papilloma,
fibroadenoma or other benign breast diseases (BBDs), confirmed by anatomopathological
examination, composed the BBD group (n = 18). The healthy control group comprised women
without any family history of BC who had undergone breast mammography or ultrasound
examination within one year before data collection, and their results were classified as bilateral
BIRADS 1 (n = 24). The exclusion criteria included being younger than 18 years, having
primary tumors located outside of the breast, and possessing any physical or mental limitations

that would prevent them from answering the data collection tools effectively.
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Sample collection

The data were obtained through interviews, analysis of medical records and biological samples
collection (serum and saliva), which were performed at 5:30 am while the patient fasted. This

data collection was carried out from June 2021 to October 2023.

For serum collection, a 5 mL vacuum tube containing separating gel with a clot activator was
used. After collection, 5 mL samples were centrifuged at 2500 x g at 22 °C for 15 minutes,

following the manufacturer’s instructions (KASVI®, Sdo José dos Pinhais, PR, Brazil).

Unstimulated saliva was collected via the spitting method. The participants were instructed to
sit comfortably with their eyes open, tilt their heads slightly forward, and rest for 5 minutes,
minimizing orofacial movements. Saliva accumulated on the floor of the mouth and then spat
into the 15 mL centrifuge tube every 60 seconds until a total of 2 mL was collected [24, 25].

The samples were subsequently centrifuged at 3000 xg at 4 °C for 20 minutes [26].

Demographic information, such as age, previous illnesses, family history of breast cancer,
smoking, alcohol consumption habits, practice of physical activity, menarche and menopause,

was collected from medical records.

Clinical pathological aspects

Clinical and hormonal information, such as tumor subtype (ductal carcinoma or lobular
carcinoma), clinical stage, histological grade, molecular subtype and treatment (radical

mastectomy, conservative surgery, needle biopsy), was collected from medical records.

The cancer classification called tumor—node—metastasis (TNM), recognized by the American
Joint Committee on Cancer (AJCC) and the International Union for Cancer Control (UICC),
was utilized in this research. This system evaluates the size of the main tumor (T), the
involvement of nearby lymph nodes (N), and any spread to distant sites (M), allowing for
staging according to T, N, and M [27].

Following surgery and histopathological results, tumors, tissues, and lesions were classified on
the basis of their histological type, stage, and presence of estrogen receptor (ER), progesterone

receptor (PR) and HER2 receptors.
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ATR-FTIR spectroscopy of serum and saliva samples

Infrared spectroscopy is a type of vibrational spectroscopy that relies on the movements of a
molecule’s atoms. FTIR spectroscopy is a specific form of infrared spectroscopy that examines
how electromagnetic waves are absorbed in the mid-infrared range (4000400 cm™) [28]. This
method operates on the principle of radiation interference between two beams, which produces
an interferogram, a signal that changes on the basis of the varying distance between the two
beams. The radiation originating from the source passes through an interferometer, which
incorporates both a stationary mirror and a movable mirror, before it reaches the sample and
then a detector. After the signal is amplified, with high-frequency components removed by a
filter, the information is converted into digital format via an analog-to-digital converter and sent

to the computer for Fourier transformation [29].

Infrared spectroscopy was conducted via an Agilent Cary 630 Series FTIR spectrometer located
at the Laboratory of Nanobiotechnology, Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho. The spectra
were examined within the wavenumber range of 650 cm™! - 4000 cm ™!, utilizing a resolution of
4 cm™! and conducting 128 scans, employing the attenuated total reflection (ATR) sampling
method. Prior to the analysis of each sample, the spectrum of air served as a background. For
the serum samples, 1 pL of each sample was deposited on the surface of the ATR crystal and
dried at 22 °C for 5 min to eliminate excess water. For the saliva samples, 3 uL of each sample
was deposited onto the surface of the ATR crystal and dried at 25 °C for 15 minutes to eliminate

excess water [30]. Each sample was analyzed in triplicate.

Spectral Data Preprocessing

The initial FTIR spectra were normalized (vector normalization) and baseline corrected
(Baseline Type: Linear / Peak Direction: Positive / Background action: Substract / Three points
were selected: 2158 cm™!, 2364 cm™!, and 3856 cm™'), and a standard deviation of 0.5 was
chosen for Gaussian smoothing to obtain a suitably effective smoothing result. Following this
analysis, two samples presented absorbance values that significantly deviated from the group
average and were therefore excluded after preprocessing. Orange Data Mining software v.

3.36.1 [31] was utilized for this purpose.

The Savitzky—Golay technique was used to create the second derivative spectra from the initial

spectra. This strategy emphasizes particular spectral features of the bands, clarifies overlapping
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bands, and improves analytical precision by revealing the true biochemical characteristics. The
arrangements were set with a polynomial order of 2 and a window size of 11 points. The second
derivative produces negative peaks (valleys); therefore, the analyzed wavenumbers in the

second derivative represent the depths of these valleys.

Statistical analysis

The Shapiro-Wilk normality test was initially performed to assess the distribution of the data.
For normally distributed variables, means were compared using the unpaired t-test. For
variables that did not follow a normal distribution, the Mann-Whitney test was used to compare
the means. One-way ANOVA was used to compare group means and verify statistically
significant differences. A p-value of less than 0.05 (two-tailed) was considered indicative of a
significant difference. All analyses were conducted using GraphPad Prism version 5.00

(GraphPad Software, San Diego, California, USA).

Results
Characterization of the Study Population

The study included 73 participants: 31 women diagnosed with breast cancer (BC), 18 women
diagnosed with benign breast disease (BBD), and 24 healthy controls. Table 1 outlines the
demographic features of the groups involved in the study. The BC, BBD, and healthy control
groups presented mean ages of 54.35 years (range 33-87, + SD 14.784), 55.33 years (range 34-
75,+ SD 11.877) and 49.83 years (range 33-71, + SD 07.828), respectively. One-way ANOV A
revealed significant differences between groups for history of previous disease (p =0.0108) and

family history of breast cancer (p = 0.0162).

The clinical and histopathological characteristics of the study participants with BC are
presented in Table 2. The most frequent types of BBD were fibrocystic breast changes (n = 7),
ductal hyperplasia (n = 5), fibroadenoma (n = 5), adenosis (n = 3), fibrosis (n = 3),
microcalcifications (n = 2), intraductal papilloma (n = 2), duct ectasia (n = 1), cysts (n = 1),
acute inflammation (n = 1) and apocrine metaplasia (n = 1). The same patient may have had

more than one type.
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FTIR spectra

In the fingerprint region (900 cm™ to 1800 cm™) and in the region from 2800 to 3050 cm™!, the
wavenumbers were selected at the maximum point of each peak. In the serum, the peaks were
observed at 1077 cm™, 1163 cm™!, 1247 cm™, 1295 cm™, 1403 cm!, 1448 cm™', 1534 cm™', 1640
cm™, 1737 em™, 2864 cm’!, 2928 cm!, 2930 ecm™!, and 2959 cm’!, whereas in the saliva, they
were observed at 1070 cm™, 1241 cm™, 1295 cm™, 1407 cm™!, 1541 cm’!, 1644 cm™, 2930 cm”
I, and 2969 cm™. The second derivative spectra were examined, as this approach can reveal

extra vibrational modes that offer further insights.

Intragroup spectrum analysis - Breast Cancer x Benign Breast Disease

Serum and saliva spectral absorptions among patients with BC (n =31) and BBD (n = 18) were
analyzed (total n = 49). The mean values of the original serum infrared spectra for every group
can be seen in Figure 1A. It can be noted that the mean values are nearly identical for both
groups, except where there is a lack of mean overlap, and the standard deviation encompasses
the differences. The mean values of the second derivative can be seen in Figure 1B. The chosen
wavenumbers revealed no meaningful difference between the groups from a statistical

standpoint.

The mean values of the original saliva infrared spectra for every group can be seen in Figure
2A. Importantly, the wavenumbers are nearly identical for both groups, with no clear
differences. For the second derivative spectra analysis (Figure 2B), the peak at 2930 cm™! was
statistically significant (p = 0.0391), corresponding to C-H stretching vibration, mainly
attributed to lipids [32, 33]. Interestingly, at this same wavenumber (2930 cm '), the serum
samples were not able to differentiate BC from BBD, whereas in saliva, the difference was

statistically significant (p = 0.0391).

Intragroup spectrum analysis: Breast Cancer x Healthy Controls

Serum and saliva spectral absorptions among patients with BC (n = 31) and healthy controls (n
= 24) were analyzed (total n = 55). The mean values of the original serum infrared spectra for
every group can be seen in Figure 3A. Importantly, the wavenumbers for BC and BBD
overlapped less than those for BC and BBD, as shown in Figure 1A. Figure 3B presents the
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second derivative spectra for the same groups, and when each peak was examined, the
wavenumber at 1295 cm™! was significantly different (p = 0.0014), which is related to the C4—
NH; stretching of cytosine (nucleic acids) [34].

The mean values of the original saliva infrared spectra for every group can be seen in Figure
4A, and the second derivative spectra analysis can be seen in Figure 4B. The results revealed
statistically significant differences at four wavenumbers in the second derivative spectra: 1241
cm™ (p = 0.0007), corresponding to PO, phosphate from nucleic acids [35]; 1541 cm™ (p =
0.0068), corresponding to amide II from protein [36]; 1644 cm™! (p = 0.0050), corresponding
to amide I, C=O stretching vibration of the peptide from protein [37]; and 2930 cm™ (p =
0.0001), corresponding to C-H stretching from lipids [32, 33].

Therefore, our findings indicate that the peak at 2930 cm™ in the saliva samples was the only
spectral region that showed statistically significant differences across all three groups, breast
cancer (BC), benign breast disease (BBD), and healthy controls. This wavenumber, associated
primarily with C—H stretching vibrations of lipids [32, 33], appears to reflect biochemical
alterations common to breast pathology, enabling discrimination among the different clinical

conditions evaluated.

Intergroup spectrum analysis

Among the samples from the three groups (breast cancer, benign breast disease and healthy
controls) (Figure 5 and Table 3), in the regions from ~1000 cm™ to ~1200 cm™!, corresponding
to glycoproteins, polysaccharides, carbohydrates [38, 39], phosphate of RNA/DNA nucleic
acids [35, 40] and glycogen [23], the average absorbances are much greater in saliva than in
serum. There was particular emphasis on the wavenumber 1077 cm™ (BC p < 0.0001, BBD p
= 0.0002, control p = 0.0008), which was statistically significant in all three groups. Beyond
the wavenumber of 1163 cm™!, there was a peak in the serum and a declining trend in the saliva

(BC p<0.0001, BBD p=0.0010, control p = 0.0030).

In the wavenumbers from ~1200 cm™ to ~1330 cm™!, where nucleic acid expression [41], amide
III from proteins [23] and glycoproteins, polysaccharides, carbohydrates [38, 39], are reported,
serum shows a peak, whereas saliva shows a valley. Wavenumbers 1241 cm™ corresponds to

phosphate, PO, from nucleic acids [35], and 1295 cm™ corresponds to the C4-NH stretching
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of cytosine (nucleic acids) [34], which were statistically significant in all three groups (BC,

BBD and control p <0.0001).

In the regions where lipid expression is reported, between wavenumbers of ~1330 cm™! to ~1475
cm! [23, 33], the average absorbance of saliva is greater than that of serum. The wavenumber
at 1407 cm™ was statistically significant in all three groups (BC, BBD, and control p < 0.0001),
and the wavenumber at 1448 cm™! was not significantly different in the BBD group (BC p <
0.0001, BBD p =0.0290 and control p <0.0001).

For amides (~1475 cm™ to ~1700 cm™) [36, 42, 43], the average absorbance of proteins in saliva
i1s much lower than that in serum. Three wavenumbers were analyzed, and the results revealed
significant differences across all three groups: 1534 cm™ (BC, BBD, and control, p < 0.0001),
1541 cm™ (BC, BBD and control, p < 0.0001) and 1640 cm™ (BC and BBD, p < 0.0001, control
=0,0012).

The average absorbance is greater in saliva than in serum in the regions from ~1700 cm™! to
~1800 cm!, which corresponds to lipid expression [33]. The wavenumber at 1737 cm™! was

statistically significant among the three groups (BC and BBD p < 0.0001, control p = 0.0082).

From 2800 cm! to 3050 cm™!, where nucleic acid and lipid expression are reported [23, 33], the
average absorbance is greater in saliva than in serum. Wavenumbers of 2864 cm™ (BC, BBD
and control p <0,0001) and 2959 cm™! (BC and BBD p < 0.0001, control p = 0.0082) were

statistically significant in all three groups. Wavenumber 2930 cm’!

, corresponding to C-H
stretching from lipids [32, 33], can be used to differentiate the three groups studied in saliva
samples (BC, BBD, and healthy control), but it was not significantly different in the control

group (BC and BBD p < 0.0001, control p = 0.2300).

Discussion

In this study, we compared the serum and saliva of patients with breast cancer, benign breast
disease, and healthy controls via ATR-FTIR spectroscopy. The results demonstrate that the
biochemical components of these fluids, such as lipids, nucleic acids, proteins and glycogen,
manifest in different ways depending on the biological sample investigated. Specifically, the
comparison of saliva between the breast cancer patients and healthy controls suggested that

saliva may serve as a potential assessment tool for assessing breast diseases. Notably, the
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wavenumbers at 1241 cm™!, 1541 cm™!, 1644 cm™ and 2930 cm™! were statistically significant

in distinguishing between these groups.

Knowing the similarities and differences between serum and saliva is crucial for clinical
diagnosis. Serum is the standard fluid for many diagnostic tests, such as measurements of
glucose, cholesterol, hormones, and markers of infection or inflammation [14, 15]. The fact that
this study revealed more pronounced differences in saliva positively influences clinical
practice, as saliva offers a noninvasive alternative for sample collection, which is particularly
advantageous in situations such as the monitoring of chronic diseases, for example, cancer, or

for patients who cannot easily provide blood samples [44].

In the intergroup comparison, in the region between ~1000 cm™! and ~1200 cm™!, the absorption
wavenumbers mainly correspond to vibrations of glycoproteins, polysaccharides, and
carbohydrates, which are particularly abundant in saliva due to its high mucin content [38, 39].
Therefore, the greater absorbances observed in saliva compared with serum in this spectral
range likely reflect biochemical differences in mucin and glycoprotein composition, rather than

a direct indication of nucleic acid phosphate vibrations.

In the region between ~1200 cm™ and ~1330 cm™!, where nucleic acid [41], amide III from
proteins [23] and glycoproteins, polysaccharides, and carbohydrates [38, 39] vibrations have
been reported, serum spectra presented higher average absorbances than saliva. When the
intragroup comparison between BC and control groups was performed, significant differences
were observed at 1295 cm™! (p = 0.0014) and 1241 cm™ (p = 0.0007) for serum and saliva,
respectively. These differences are believed to be due to two situations: genetic mutations
and/or the presence of cell-free DNA (cfDNA). Genetic changes (mutations) related to
malignant transformation are basically of four types: 1) changes in the nucleotide sequence
(substitution of pairs of nitrogenous bases, mistaken pairing of nitrogenous bases, deletions or
insertions); 2) cytogenetic deviations in the number of diploid chromosomes; 3) chromosomal
rearrangements (translocation), with segments of the same chromosome or another; and 4)
amplification, with the production of multiple copies of the same gene [45]. Importantly, the
nitrogenous bases and cfDNA are also related. Abnormal methylation in nitrogenous bases
regions can be detected in circulating cfDNA, including in patients with breast cancer [46, 47].
But, these findings should be interpreted with caution, as they may represent overlapping
biochemical contributions from multiple macromolecules, including glycoproteins,

carbohydrates, and phosphate groups, rather than direct detection of circulating cfDNA.
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Considering that cfDNA concentrations in biological fluids are extremely low, the
corresponding infrared absorption wavenumbers are expected to be weak. Thus, the observed
peaks likely result from the combined spectral signatures of complex biomolecular components

present in the fluids, rather than the isolated contribution of nucleic acids.

In the region from ~1475 cm™ to ~1700 cm™, which corresponds to the expression of amides
[36, 42, 43], in intergroup comparison, the average absorbance in saliva is much lower than the
absorbance in serum and is related to the protein composition and functions of these two body
fluids. Serum contains a much higher concentration of amides than saliva does because it plays
a role in the transport of substances, maintaining osmotic pressure and the immune response.
Proteins in serum are rich in peptide bonds, which are responsible for the amide I, IT and III
peaks observed via spectroscopic analysis. On the other hand, saliva has more specific and
localized functions, such as initiating digestion through enzymes such as salivary amylase and
protecting the oral cavity against microorganisms [48 — 51]. This high amount of protein in the
serum compared with that in the saliva may have been responsible for the significant differences
in the intragroup comparisons, BC and control, in the saliva (1541 cm™ (p = 0.0068) and 1644

cm™ (p = 0.0050)) and "masking" the results in the serum.

In the regions between wavenumbers ~1330 cm™ to ~1475 cm™!, ~1700 cm™ to ~1800 cm™ and
~2800 cm! to ~3050 cm™!, where there are reports of the expression of lipids [23, 33], in
intergroup comparisons, the average absorbance of saliva is greater than that of serum. Special
emphasis was placed on the wavenumber 2930 cm™', which, in the intragroup comparison,
differentiated the three groups (BC, BBD and healthy control) in saliva, and this same
wavenumber in the serum samples was not able to be used to differentiate the groups. This
result corroborates the results obtained when saliva was compared with serum intergroups and
revealed no significant difference in the control group (BC and DDB p < 0.0001, control p =
0.2300), suggesting that this biomarker may be associated with specific breast pathology
processes. It is known that there is a need to increase lipid metabolism tumor progression during
the cell proliferation process, primarily because lipids are essential components of the cell
membrane [52]. Furthermore, the fundamental role of lipid metabolism in metastasis formation

has been demonstrated [53].

The limitations of this study include the relatively small sample size and the heterogeneity of
the subgroups of breast cancer, particularly regarding breast cancer phenotypes and disease

stages. As this is an exploratory study, the results should be interpreted as preliminary, aiming
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to demonstrate the feasibility of using ATR-FTIR spectroscopy to compare serum and saliva
spectra from the same patient population, rather than to establish definitive thresholds. The
individual variability in the infrared spectra of biological fluids may have influenced the
statistical power of the analyses. Furthermore, future studies with larger, multicentric cohorts
could integrate chemometric approaches to validate and expand upon the spectral differences
observed in this study. Nonetheless, this approach enabled the identification of specific
wavenumbers of potential relevance, which can serve as targets for validation in future studies.
Despite these limitations, this study provides valuable insights and opens new avenues for
research, marking the first simultaneous evaluation of serum and saliva from the same breast

cancer cohort, benign breast disease and healthy controls, using ATR-FTIR spectroscopy.

In conclusion, this research demonstrated the ability of ATR-FTIR spectroscopy to differentiate
between biological fluids. The analyses revealed that biochemical components, such as
proteins, lipids and nucleic acids, present distinct variations in the serum and saliva of patients
with breast cancer, benign breast diseases and healthy controls. These findings are particularly
relevant because saliva collection is a less invasive, low-cost and practical method that
facilitates the monitoring of chronic diseases, such as cancer; promotes advances in the
management of breast diseases; and contributes to public health with accessible and less

invasive alternatives.

Data availability

The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the

corresponding author upon reasonable request.
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Figure legends

Figure 1 Breast cancer x benign breast disease (serum). Attenuated Total Reflection
Spectroscopy - Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) analysis of serum spectra between
patients with breast cancer and those with benign breast disease (n = 49). (a) Averages of the
original serum infrared spectra for breast cancer and benign breast disease. (b) Average of

serum second derivative spectra for breast cancer and benign breast disease.

Figure 2 Breast cancer x benign breast disease (saliva). Attenuated Total Reflection
Spectroscopy - Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) analysis of saliva spectra between
patients with breast cancer and those with benign breast disease (n = 49). (a) Averages of the
original saliva infrared spectra for breast cancer and benign breast disease. (b) Average of saliva

second derivative spectra for breast cancer and benign breast disease.

Figure 3 Breast cancer x healthy control (serum). Attenuated Total Reflection Spectroscopy -
Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) analysis of serum spectra between the breast cancer
group and the healthy control group (n=55). (a) Averages of the original serum infrared spectra
for the breast cancer and healthy control groups. (b) Average serum second derivative spectra

for the breast cancer patients and healthy controls.

Figure 4 Breast cancer x healthy control (saliva). Attenuated Total Reflection Spectroscopy -
Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) analysis of saliva spectra between the breast cancer
group and the healthy control group (n =55). (a) Averages of the original saliva infrared spectra
for the breast cancer and healthy control groups. (b) Average of saliva second derivative spectra

for breast cancer patients and healthy controls.

Figure 5 Serum x saliva. Comparison of serum and saliva fluids in samples from breast cancer

patients (a), benign breast disease (b) and healthy controls (c).
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Figure 3
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Figure 4
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Table 1 Demographic features of individuals with breast cancer, benign breast disease and control patients (n = 73)

114

Characteristics Breast cancer Benign breast disease Control p value
(n=31) (n=18) (n=24)
Age (years) 0.2703
Range (min-max) 33-87 34-75 33-11
Mean + 5D 543514784 553311877 4983 +7.628
Menarche age (years) 0.3436
Range (min-max) 9-15 11-16 8-17
Mean = 5D 1214 £1597 1333 +£1.397 1258 £ 2145
Menopause (%) 58.1 7.8 G66.7 0.6856
History of previous ilinesses (%) 774 778 M7 0.0108
Family history of breast cancer (%)  29.0 222 0.0 0.0162
History of smoking (%) 194 11.1 42 0.2396
History of alcoholism (%) 16.1 11.1 20.8 0.7098
Physical activity (%) 25.8 50.0 542 0.2276

5D, standard deviation; significance level: 5%; confidence intervals: 95%.
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Table 2 Clinical and histopathological characteristics of women with breast cancer (n=31)

Characteristics

Breast cancer (n = 31)

n (%)

Age (years) mean (min-max + SD)

54.35 (33-87 + 14.784)

Tumor Subtype

Ductal carcinoma 27 (87.1)
Lobular carcinoma 3(09.7)
NR 1(3.2)
Clinical Stage
0 -
I 1(3.2)
II 17 (54.8)
111 4(12.9)
v 4 (12.9)
NR 5(16.1)
Histological Grade
Gl 2 (6.5)
G2 18 (58.1)
G3 5(16.1)
NR 6 (19.4)
Molecular Subtypes
ER+ and/or PR+, HER2— and Ki-67 < 20% 4 (12.9)
ER+ and/or PR+, HER2— and Ki-67 > 20% 10 (32.3)
ER+ and/or PR+, HER2+ 8 (25.8)
ER—, PR— and HER2+ 13.2)
ER-, PR— and HER2- 3(9.7)
NR 5(16.1)
Surgery
Radical Mastectomy 7 (22.6)
Conservative Surgery 17 (54.8)
Needle Biopsy -
NR 7 (22.6)

SD, standard deviation; G1, well-differentiated tumor (low grade); G2, moderately
differentiated tumor (intermediate grade); G3, poorly differentiated tumor (high
grade); ER, estrogen receptor; PR, progesterone receptor; —, negative; + positive;
HER2+, human epidermal growth factor receptor 2 positive; HER2-, human
epidermal growth factor receptor 2 negative; Ki-67, Ki-67 antigen; NR, not

registered.
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Table 3 Comparison of the mean serum and saliva absorbances of patients with breast cancer, benign breast disease and

healthy control groups

Regions Wavenumber Sv:rzsn?rb;:fi\era pé\éalue {s;glgn X sall(\:rg} Assignment
1070 cm! I3 t =0,0001 =<0,0001 <=0,0001 Glycoproteins, polysaccharides,
; 1077 em™ 1 ! L} =0,0001 0,0002 00008 carbohydrates, phosphate of
~1000 cm? fo ~1200 cm 4465 ! t  <0,0001 00010 00030 RNA/DNA nucleic acid and
glycogen
1241 cm? t | =0,0001 =<0,0001 <=0,0001 Nucleic acids, amides I,
~1200 cmr' fo ~1330 cm' 1285 cm-?! t 1 =0,0001 <=0,0001 =<0,0001 glycoproteins, polysaccharides and
carbohydrates
1403 cm? ] 1 =0,0023 0,0129  =0,0001
~1330 cmv! to ~1475 cmt 1407 cm? S T =0,0001 =0,0001 =0,0001 Lipids
1448 cm™! 1 1 =0,0001  0,0290 <0,0001
1534 cm! 1 1 3 =0,0001 =0,0001 =0,0001
~1475 cmr' to ~1700 cm' 1541 cm! 1 '} =0,0001 <0,0001 <0,0001 Amides
1640 cm! 1 1 =0,0001 =0,0001 0,0012
~1700 cm' fo0 ~1800 cm™ 1737 cm” ! 1 =0,0001  =0,0001 0,0082 Lipids
2864 cm? 1 1 =0,0001 <=0,0001 =0,0001
~2800 cmy' to ~3050 cm-? 2930 cm™ S 1 =0,0001 =0,0001 0,2300 MNucleic acids and lipids
2959 cm™! 1 1 =0,0001 =0,0001 0,0082

BC, breast cancer; BBD, benign breast disease; CO, control group:; RNA, ribonucleic acid; DNA, deoxyribonucleic acid; ¥ lower

absorbance; T higher absorbance; Significance level: 5%; Confidence intervals: 95%.
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ARTIGO 2. “Prognostic insights of inflammatory blood biomarkers as predictors of
survival in advanced breast cancer”

O artigo sera submetido na revista Palliative Medicine, fator de impacto 3.9 no formato de
Short Reports.
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Abstract

Background: Advanced breast cancer remains a major global health challenge, with a poor
prognosis despite therapeutic advances. Inflammation plays a key role in tumor progression and
immune evasion, highlighting the potential of inflammatory biomarkers as prognostic tools.
Objective: To investigate the prognostic significance of hematological indices and cytokines

derived from routine blood analysis for overall survival in patients with advanced breast cancer.
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Methods: A prospective study was conducted with 33 patients with advanced breast cancer
enrolled in a palliative care program in Brazil between 2021 and 2024. Baseline red blood cell
distribution width (RDW), neutrophil-to-lymphocyte ratio (N/L), lymphocyte-to-monocyte
ratio (L/M), RDW-to-platelet ratio (RPR), and serum interleukins IL-1BETA, IL-6 and IL-10
were assessed. Survival analysis was performed using Kaplan—Meier and Cox proportional
hazard models. Results: Elevated IL-1BETA (>76.03 pg/mL) and IL-10 (>24.21 pg/mL) were
significantly associated with worse overall survival (p = 0.018 and p = 0.046, respectively),
with increased risk of death of 8.84-fold and 7.17-fold, respectively. No significant associations
were observed for RDW, RPR, N/L, L/M, or IL-6. Treatments did not significantly affect
biomarker levels. Conclusion: Elevated IL-1BETA and IL-10 levels are associated with worse
survival in advanced breast cancer, while conventional hematological ratios appear less
informative in this clinical context. These biomarkers emerge as promising, low-cost, and
biologically relevant tools for prognostic evaluation and therapeutic decision-making in

advanced disease.

Keywords: Biomarkers, Tumor; Overall survival; Advanced cancer; Prognosis; Interleukins.

1 Introduction

Despite early detection and systemic therapies being advanced, the prognosis of patients
with advanced or metastatic breast cancer (BC) is still unsatisfactory, a situation that asserts the
need for the identification of reliable and cost-effective biomarkers for improved prognostic
estimation and therapeutic stratification (Cardoso et al., 2020). Although there are new
therapeutic options, BC remains the most commonly diagnosed cancer and the leading cause of
cancer-related deaths among women worldwide, which becomes a significant global health
issue (Sung et al., 2021).

Tumor initiation, progression and metastasis in BC are increasingly acknowledged to be
promoted by chronic inflammation (Galdiero et al., 2018; Mantovani et al., 2017). In this
regard, systemic inflammatory markers, including red blood cell distribution width (RDW), the
RDW-to-platelet ratio (RPR), the neutrophil-to-lymphocyte ratio (N/L) and the lymphocyte-to-
monocyte ratio (L/M), derived from routine blood counts, have been highlighted as simple and
inexpensive prognostic markers for various malignancies (Yin et al., 2023; Templeton et al.,
2014; Ethier et al., 2017). These hematology factors might be able to serve as secondary

measures of the immune response, tumor markers, antitumor immunotolerance and nutritional
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states that could all be related to disease outcomes and survival (Boaro et al., 2022; Li et al.,
2024).

Furthermore, the cytokines, including interleukin-1 beta (IL-1BETA), interleukin-6 (IL-
6) and interleukin-10 (IL-10) are important mediators of inflammatory tumor
microenvironment and immune evasion mechanisms in BC (Johnson et al., 2018; Chang et al.,
2021). Increased serum IL-1BETA levels have been correlated with tumor-acquisition ability
and resistance to treatment by inducing angiogenesis, immunosuppression and metastasis
(Mantovani et al., 2017; Galdiero et al., 2018). In turn, IL-6 is involved in the proliferation and
resistance to apoptosis of tumor cells, and IL-10 has been identified as an immunosuppressive
cytokine that may promote immune evasion by tumors (Chang et al., 2021).

While some studies have suggested the prognostic value of these inflammatory markers
individually in patients with BC and other cancers, such evidence is still conflicting, especially
in populations of advanced patients treated under a palliative intent (Yin et al., 2023; Yan et al.,
2023). There are few studies that determine the combined prognostic efficacy of hematological
indices and pro-inflammatory cytokines in a cohort of patients.

Therefore, in this study, we tested the hypothesis that the RDW, RPR, N/L, L/M,
interleukins IL-1BETA, IL-6 and IL-10 biomarkers are accurate and cost-effective parameters
for predicting overall survival and prognosis of patients with advanced BC. The aim was to
investigate the association of these potential prognostic biomarkers with overall survival and

prognosis of patients with advanced BC.

2 Material and Methods
2.1 Study Design, Population, and Sample Size

Using a Brazilian cohort focused on patients with advanced, stage IV, metastatic breast
cancer enrolled in the palliative care outpatient clinic of Clinical Hospital at Uberlandia (MG,
Brazil), this study was conducted prospectively with data collected between 2021 and 2024.
The study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Federal University
of Uberlandia (CAAE: 08755018.1.0000.5152), in accordance with the Declaration of Helsinki
and resolution CNS 466/12.

It included 33 volunteer participants with advanced BC, clinical stage IV, metastatic,
who signed a consent form. Participants could be receiving active antineoplastic therapy or not,

were under outpatient follow-up and provided a venous blood sample. Exclusion criteria



121

included age under 18 years, primary tumor sites other than the breast, unaware of the advanced

disease diagnosis, unconscious state and current use of anti-inflammatory drugs.

2.2 Functional Status Assessment and Clinicopathological Characteristics

General demographic data and clinicopathological characteristics were recorded for
each patient. The functional status of the patients was assessed using the Eastern Cooperative
Oncology Group Performance Status (ECOG-PS) by the research group at the institute where
the patient was receiving treatment. Patients were categorized according to the ECOG-PS into
five scores (grades 0-4) and then grouped into three categories: group 1 (score 0-1), group 2

(score 2-3), and group 3 (score 4), based on changes in functional capacity.

2.3 Biomarkers Analysis

The RDW, neutrophil, lymphocyte, monocyte, and platelet values were obtained at
baseline from the results of the complete blood count (CBC) available in the participants'
medical records. The hospital protocol consists of collecting whole blood in a tube with EDTA
anticoagulant and subsequent analysis of the blood cells. The neutrophil, lymphocyte, and
monocyte values, as well as the RDW and platelet values, were used to calculate the N/L ratio,
L/M ratio, and RPR, respectively.

Serum levels of interleukin 1 beta (IL-1BETA), interleukin 6 (IL-6) and interleukin 10
(IL-10) were measured using commercial sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) kits (Entek Scientific©, Oregon, USA). The assays were conducted in accordance with
manufacturer’s instructions (catalog numbers ELK1270, ENTI1156 and ENTI1142,
respectively). Due to the critical nature of the patients’ clinical condition and the limited
availability of biological sample material, the analyses were performed in singlicate. The
standard curve detection limit ranged from 15.63 to 1000pg/mL for IL-1BETA, and from 7.82
to 500 pg/mL for IL-6 and IL-10. Absorbance was measured at 450nm with a Multimode Plate
Reader (PerkinElmer Life & Analytical Sciences Ltd., Connecticut, USA - VICTOR Nivo™,
SN: HH35L2023077, Type: HH3500).

The patients were categorized according to the median RDW (<14.6 and >14.6), median
N/L (£2.43 and >2.43), median L/M (<3.38 and >3.38), median RPR (<0.19 and >0.19), median
interleukins IL-1BETA (<76.03 and >76.03), IL-6 (<50.65 and >50.65), and IL-10 (<24.21 and
>24.21).
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2.4 Statistical Analysis

The Shapiro-Wilk normality test was initially performed to assess the distribution of the
data. For normally distributed variables, means were compared using the unpaired t-test. For
variables that did not follow a normal distribution, the Mann-Whitney test was used to compare
the means. One-way ANOVA was used to compare group means and verify statistically
significant differences. Overall survival, defined as the number of months from study entry to
death or censored if alive at the follow-up date (December 31, 2024), was calculated. Survival
analysis was performed, and curves were constructed by the Kaplan-Meier method and
analyzed by the log-rank test. The Cox proportional hazard model and time-dependent Cox
regression for non-proportional hazard were used to conduct survival analysis. Hazard ratios
(HR) were calculated, and the chi-square test was used for comparisons of categorical variables.
All statistical tests were conducted at a 5% significance level, and 95% confidence intervals
(CI). Two-sided p-values below 0.05 were considered significant. All analyses were conducted

using SPSS Version 25 (SPSS Inc).

3 Results
3.1 Characterization of the Study Population

The clinicopathological characteristics of the 33 patients with advanced BC are
presented in Table 1. The mean age was 61.45 years (range 37-87, + SD 12.782). At the time
of data censoring, 15 patients (45.5%) were alive, while 18 (54.5%) had passed away with no
statistically significant difference between the groups (p = 0.6228). This result indicates that
the sample is invariable in terms of the vital status of the patients. The median overall survival
was 223 days or 7.43 months (IQR 575.50 — 19.18).

Regarding clinical status, most patients (51.51%) had an ECOG-PS score 0/I.
Chemotherapy was the most frequent treatment (39.4%), followed by hormonal therapy
(24.2%), no current treatment (15.2%), immunotherapy (6.1%), and combined immunotherapy
+ hormonal therapy or chemotherapy + hormonal therapy (each 3.0%). In 9.1% of patients there
were no reports of treatment. The difference in the distribution of treatments was statistically
significant (p < 0.0001) Still regarding treatments, 12 patients (36.4%) underwent radical
mastectomy, 11 (33.2%) did not undergo breast surgery, followed by five (15.2%) who
underwent breast-conserving surgery. In 15.2% of patients, there are no records of surgery. The

difference in this category was statistically significant (p = 0.0011), indicating a predominance
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of mastectomy among treated patients. Regarding metastasis, 100% of patients presented with

metastasis.

Table 1 — Clinicopathological characteristics of patients with advanced breast cancers (n = 33).

Characteristics n % p-value
Age (years)
Range (min-max) 37-87
Mean + SD 61.45+12.782
Tumor Subtype <0.0001
Ductal carcinoma 29 87.8
Lobular carcinoma 2 6.1
Occult breast cancer 2 6.1
Histological Grade 0.0044
Gl 2 6.1
G2 14 42.4
G3 7 21.2
NR 10 30.3
Molecular Subtypes 0.0280
ER+ and/or PR+, HER2— and Ki-67 <20% 7 21.21
ER+ and/or PR+, HER2—- and Ki-67 >20% 11 33.33
ER+ and/or PR+, HER2+ 6 18.18
ER—, PR—and HER2+ 7 21.21
ER—, PR— and HER2— 2 6.07
Treatment <0.0001
No current treatment 5 15.2
Chemotherapy 13 39.4
Immunotherapy 2 6.1
Hormone therapy 8 242
Immunotherapy + Hormone therapy 1 3.0
Chemotherapy + Hormone therapy 1 3.0
NR 3 9.1
Surgery 0.0011
No surgery 11 33.2
Radical Mastectomy 12 36.4
Conservative Surgery 5 15.2
NR 5 15.2
Status 0.6228
Alive 15 45.5
Dead 18 54.5
ECOG performance status <0.0001
0/1 17 51.51
2/3 15 45.45
4 1 3.04

Min: Minimum; max: Maximum; SD: standard deviation; G1: well-differentiated tumor (low grade); G2: moderately
differentiated tumor (intermediate grade); G3: poorly differentiated tumor (high grade); NR: not registered; ER:
estrogen receptor; PR: progesterone receptor; —: negative; +: positive; HER2+: human epidermal growth factor receptor
2 positive; HER2-: human epidermal growth factor receptor 2 negative; Ki-67: Ki-67 antigen; <: less than; >: greater
than or equal to; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.
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3.2 Associations between biomarkers and overall survival

With respect to predictive factors (Table 2), ECOG PS, IL-1BETA and IL-10 were the
found to be significant predictors of survival (p=0.014, p=0.018 and p=0.046, respectively), in
both the univariate analysis (Kaplan-Meier) (Figure 1) and the Cox proportional hazards model.

For ECOG PS, patients with ECOG 2/3 had an 0.177-fold higher risk of death (95% CI
0.019 — 1.617) compared with those with ECOG 0/1. And patients with ECOG 4 had an 0.731-
fold higher risk of death (95% CI 0.090 — 5.944) compared with those with ECOG 0/1. For IL-
I1BETA, patients with levels > 76.03 had an 8.842-fold higher risk of death (95% CI 1.037 —
75.358) compared with those with levels < 76.03. For IL-10, patients with levels > 24.21 had a
7.171-fold higher risk of death (95% CI 0.789 — 65.196) compared with those with levels <
24.21. These data indicate that elevated expressions of IL-1BETA and IL-10 may be useful as
predictive markers for patients with advanced breast cancer with poor prognosis. The other
biomarkers, RDW (p=0.546), RPR (p=0.932), N/L (p=0.550), L/M (p=0.423) and IL-6
(p=0.404), were not significantly correlated with overall survival.

We also investigated whether there would be an effect of treatments on marker levels.
MANOVA showed no effect of treatments on biomarker levels [Pillai’s Trace = 3.311; F (35,
30) = 1.680; p = 0.075] and subsequent univariate ANOVAs likewise showed no effect of
treatment on marker levels (RDW p=0.104; N/L p=0.054; L/M p=0.148; RPR p=0.940;
ILIBETA p=0.925; IL6 p=0.918 and IL10 p=0.787).
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Table 2 - The relationship between clinicopathological factors and survival in patients with

advanced breast cancer (n=33).

Characteristics n Univariate HR p
(95% CI) (min-max)

ECOG performance status 0.014
0/1 17 1.000 (Ref.)
2/3 15 0.177 (0.019 - 1.617)
4 1 0.731 (0.090 — 5.944)

RDW 0.546
<14.6 18 1.000 (Ref.)
>14.6 15 1.329 (0.526 — 3.359)

RPR 0.932
<0.19 18 1.000 (Ref.)
>0.19 15 1.041 (0.410 — 2.644)

N/L 0.550
<243 15 1.000 (Ref)
>2.43 18 1.332 (0.519 - 3.421)

L/'M 0.423
<3.38 17 1.491 (0.557 —3.992)
>3.38 16 1.000 (Ref)

IL-1BETA 0.018
<76.03 8 1.000 (Ref.)
>76.03 7 8.842 (1.037 —75.358)
NR 18 -

IL-6 0.404
<50.65 7 1.000 (Ref.)
>50.65 8 1.977 (0.388 — 10.082)
NR 18 -

IL-10 0.046
<2421 8 1.000 (Ref.)
>24.21 8 7.171 (0.789 — 65.196)
NR 17 -

HR: Hazard Ratio; CI: Confidence Interval; SD: standard deviation; ECOG: Eastern Cooperative
Oncology Group; RDW: red blood cell distribution width; RPR: ratio of red cell distribution
width (RDW) to platelet count; N/L: neutrophil/lymphocyte ratio; L/M: lymphocyte/monocyte
ratio; IL-1BETA: interleukin-1 BETA; IL-6: interleukin-6; IL-10: interleukin-10; NR, not

registered; Ref.: Reference.
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Figure 1 - Kaplan-Meier survival curves associated with the relationship between prognostic

markers and overall survival of patients with advanced breast cancer, with respect to (a) IL-
IBETA and (b) IL-10.
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4 Discussion

The present study aimed to evaluate the association of the RDW, RPR, N/L, L/M,

interleukins IL-1BETA, IL-6 and IL-10, with overall survival and prognosis of patients with

advanced breast cancer (BC). IL-1BETA and IL-10 were significantly associated with overall

survival (p=0.018 and p=0.046, respectively). IL-1IBETA > 76.03 pg/mL increased the risk of
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death by approximately 8.8-fold, and IL-10 > 24.21 pg/mL by 7.1-fold, its implies that high
levels of these markers could predict a poor prognosis in advanced BC. The other biomarkers
analyzed showed no significant correlation. Additionally, the analysis revealed that the Eastern
Cooperative Oncology Group performance status (ECOG-PS) was significantly associated with
overall survival, reinforcing its role as a robust clinical prognostic factor in advanced breast
cancer.

The clinicopathological profile of the cohort demonstrates a predominance of ductal
carcinoma (87.8%), stage IV disease (100%), and patients mostly with ECOG 0-1 (51.51%)),
reflecting a functionally preserved but systemically advanced population. ECOG-PS is a well-
established measure of functional capacity and reflects the patient’s ability to perform daily
activities, tolerance to systemic treatments, and overall physiological reserve. In the present
cohort, worse ECOG scores were associated with reduced survival, highlighting that functional
impairment remains a critical determinant of prognosis, even in the context of biomarker-driven
risk stratification. This finding is consistent with previous studies demonstrating that ECOG-
PS is one of the strongest predictors of survival in advanced and metastatic cancers, often
surpassing laboratory or molecular parameters (Blagden et al., 2003; Serensen et al., 1993).
Importantly, the prognostic significance of ECOG-PS in our study complements the
inflammatory biomarker findings, suggesting that clinical performance status and systemic
immune-inflammatory activation represent interconnected but distinct dimensions of disease
severity.

Most participants received chemotherapy (39.4%) or hormone therapy (24.2%), and
more than one-third had undergone radical mastectomy (36.4%), indicating exposure to prior
curative-intent treatments before palliative follow-up. The mean age was 61.45 years,
consistent with other series of advanced BC in the world (Frank et al, 2020; Deluche et al.,
2020). The absence of treatment effect on biomarker levels (p > 0.05 for all) suggests that
inflammatory activation persists independently of therapy type. This finding highlights that
cytokine-mediated pathways, particularly involving IL-1BETA and IL-10, might be intrinsic
drivers of disease progression rather than secondary effects of treatment.

IL-1BETA is a proinflammatory cytokine that is involved in the inflammatory response.
Being widely documented in oncology, chronic inflammation has been identified as an
important player in cancer formation and progression, and in treatment resistance. Some studies
have also investigated the association of inflammatory cytokines such as IL-1BETA with

prognosis in various types of cancer, such as BC. For instance, IL-1BETA signaling pathway
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activation by ligands was reported to possibly support tumor survival, migration and invasion,
whilst also angiogenesis and immunosuppression in the tumor microenvironment (Rébé,
Ghiringhelli, 2020; Zhou et al., 2022; Mantovani et al., 2017).

About IL-10, it’s a cytokine primarily produced by regulatory T cells (Tregs), tumor-
associated macrophages (TAMs), and B regulatory cells, acting as a major inhibitor of pro-
inflammatory cytokines such as IL-1, IL-6, TNF-a, and IFN-y (Moore et al., 2001; Ouyang et
al., 2011). In the tumor microenvironment, this immunosuppressive activity may paradoxically
favor cancer progression by impairing antigen presentation, inhibiting cytotoxic T-cell
activation, and enhancing immune tolerance toward malignant cells (Rallis et al., 2022). In
breast cancer specifically, high IL-10 expression has been correlated with advanced stage,
lymph node involvement, and reduced disease-free survival (Chang et al., 2021). The present
findings are in line with those reported by Zhao et al. (2015), who observed that elevated IL-10
levels in breast cancer patients were associated with reduced overall survival and treatment
resistance.

Interestingly, IL-10 has also been described as a context-dependent cytokine, capable
of exerting antitumor effects under certain experimental conditions. Some studies have shown
that low-dose or transient IL-10 exposure can enhance CD8* T-cell-mediated cytotoxicity and
increase interferon-y production (Emmerich et al., 2012). However, in chronic inflammation
and in advanced disease stages, such as in our cohort, the sustained overexpression of 1L-10
tends to dominate through its tolerogenic and immunosuppressive properties, ultimately leading
to poorer prognosis. Therefore, our study adds evidence that high systemic IL-10 concentrations
reflect an immune-evasive tumor microenvironment and are independently associated with
poor survival in advanced breast cancer. Further prospective studies are needed to elucidate
whether IL-10 blockade could restore antitumor immunity and improve clinical outcomes in
this population.

While IL-1BETA and IL-10 may capture tumor-driven immunosuppressive and
inflammatory mechanisms, ECOG-PS likely reflects the cumulative impact of tumor burden,
systemic inflammation, comorbidities, and treatment-related toxicity. Therefore, the combined
assessment of ECOG-PS and circulating cytokines may provide a more comprehensive and
clinically meaningful prognostic framework for patients with advanced breast cancer,
particularly in palliative care settings.

The interleukin IL-6 is crucial for immune and inflammatory responses in cancer. It has

been shown to be involved in tumor progression and therapy resistance in various cancers



129

(Johnson et al., 2018). We detected no significant association for the utility of IL-6 (p=0.404)
in these analyses; however, this cytokine seems to be relevant in the tumor micro-environment
in BC, and future studies with a greater number of samples may bring insight as to the specific
prognostic significance of this mediator.

Previous studies have highlighted RDW as a promising hematological biomarker in
different types of cancer, including breast cancer, as it reflects alterations in erythropoiesis and
chronic inflammation associated with the tumor microenvironment (Yin et al., 2023; Boaro et
al., 2022). Huang et al. (2016) also observed a significant association between elevated RDW
and worse prognosis in young women with breast cancer. However, specific evidence in
patients with advanced or metastatic breast cancer remains scarce, and the results are
inconsistent. Thus, our findings contribute by indicating that, in small, advanced populations
and those undergoing palliative care, RDW may not have significant prognostic value,
reinforcing the need for further investigations that stratify by molecular subtypes, therapeutic
lines and basal inflammation.

The importance of systemic inflammation in prognosis was supported in the literature.
Blood cell-derived inflammatory markers such as N/L and L/M ratios have stood out as
potential prognostic biomarkers in many studies (Templeton et al., 2014; Ethier et al., 2017).
In contrast, retrospective studies in restricted subgroups suggest that clinical factors, such as
performance status, type of treatment, and metastatic stage, may dilute or even nullify the
predictive power of this ratio alone (Rubio et al., 2019). In our study, the N/L (p = 0.550) and
L/M (p = 0.423) did not have a significant association, and the non-significance of these
markers in our cohort may be related to the relatively low power of the sample (n=33) or the
intrinsic heterogeneity of the population of advanced BC.

Studies analyzing RPR (RDW/platelet ratio) and the prognosis of breast cancer patients
are scarce in the literature. In 2019, Takeuchi et al. published the first study showing that an
elevated RPR can independently predict a poor prognosis in breast carcinoma patients and
suggest RPR as a new biomarker for prognostic estimation. Larger sample-based and more
comprehensive studies are needed to confirm the significance of this index in advanced breast
carcinomas, because our findings did not support a significant association between RPR and
survival (p=0.932). In addition, advanced BC is often accompanied by anemia of chronic
disease, cachexia, and infection risk, which may confound hematological parameters and

attenuate their prognostic meaning.
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Taken together, these results indicate that while hematological indices are inexpensive
and accessible, cytokine profiling provides a more accurate reflection of tumor-related
inflammation and immune dysregulation in advanced BC. Monitoring ECOG PS, IL-1BETA
and IL-10 could therefore improve prognostic assessment and potentially guide personalized
immunomodulatory approaches.

The number of patients (n=33) is the main limitation of this study, which could have
prevented the showing of significant associations for the particular biomarkers studied.
Moreover, missing data for some interleukins (NR cases in Table 2) may have reduced
statistical power. These findings should be confirmed through larger, multicenter studies and
analyzed for parallel pathways possibly involving other biomarkers for inflammation and
hematopoiesis. The single-center study design and heterogeneity of the treatments received by
patients may potentially cause bias. The use of singlicate ELISA tests for interleukin analysis
was necessary to ensure the inclusion of all patients enrolled in the study, prioritizing the
collection of relevant clinical data without compromising sample integrity. While we recognize
that the lack of technical replicates may limit analytical precision, rigorous care was taken to
minimize experimental variability, including standardization of procedures and appropriate
controls at all stages of the assay. Notwithstanding the aforementioned limitations, this study is
innovative, and the determination of the ECOG PS, IL-1BETA and IL-10 as major predictors
among this Brazilian population of advanced BC patients offers valuable insights and new

directions to be addressed.

5 Conclusion

Elevated ECOG PS, IL-1BETA and IL-10 levels are associated with worse survival in
advanced breast cancer, while conventional hematological ratios appear less informative in this
clinical context. These biomarkers emerge as promising, low-cost, and biologically relevant

tools for prognostic evaluation and therapeutic decision-making in advanced disease.
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5 CONCLUSAO

A presente tese investigou duas abordagens complementares e inovadoras na avaliagao
do cancer de mama: a analise espectroscopica de soro e saliva por ATR-FTIR e a investigacao
de biomarcadores inflamatdrios sistémicos circulantes. Em conjunto, esses métodos permitiram
explorar diferentes dimensdes do processo fisiopatoldgico tumoral, abrangendo desde
alteragdes bioquimicas em fluidos biologicos até sinais sistémicos de inflamacdo e
imunomodulagao.

No primeiro eixo de investigagao, os resultados demonstraram que a espectroscopia
ATR-FTIR ¢ capaz de identificar assinaturas espectrais diferenciadas entre pacientes com
cancer de mama, mulheres com doenga benigna da mama e controles saudaveis, tanto em
amostras de soro quanto de saliva. A saliva, em particular, mostrou-se um fluido promissor,
reforgando seu potencial como método ndo invasivo, de baixo custo e facilmente aplicavel em
programas de rastreamento e triagem complementar. A analise comparativa entre soro e saliva
contribuiu para ampliar o entendimento das alteracdes metabolicas associadas ao cancer de
mama e confirmou a utilidade dessa técnica como uma ferramenta auxiliar para analisar as
doencas da mama.

No segundo eixo, a avaliagdo de biomarcadores inflamatorios sist€émicos (RDW, RPR,
N/L, L/M, IL-1BETA, IL-6 e IL-10) forneceu informag¢des relevantes sobre o estado
inflamatorio e imunologico de pacientes com cancer de mama avangado. Os achados mostraram
que niveis elevados de IL-1BETA e IL-10 estiveram associados a piores desfechos de sobrevida
global, destacando o papel dessas citocinas como potenciais indicadores progndsticos em
cenarios de doenga metastatica. Esses resultados reforcam a importancia da inflamagao cronica
e das vias imunologicas na progressao tumoral, contribuindo para a estratificagdo de risco e o
monitoramento clinico dessas pacientes.

Assim, esta tese contribui para o campo da oncologia ao evidenciar que métodos nao
invasivos, acessiveis e de facil implementacao podem fornecer informagdes robustas sobre o
diagndstico e o prognoéstico do cancer de mama. A combinagdo dessas abordagens amplia as
possibilidades para o desenvolvimento de estratégias mais integradas e personalizadas de

cuidado oncologico, especialmente em contextos de recursos limitados.
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6 PERSPECTIVAS

Os resultados desta tese abrem caminhos importantes para pesquisas futuras e aplicagdes

clinicas, destacando varias perspectivas relevantes:

1.

Validagdo em populagdes maiores e multicéntricas: Estudos com amostras mais amplas
e diversidade populacional poderdo confirmar a robustez dos achados espectroscopicos
e dos marcadores inflamatorios, fortalecendo sua aplicabilidade clinica. Coortes
maiores permitirdo aumentar o poder estatistico das analises espectroscopicas e
imunologicas, reduzindo a influéncia da variabilidade individual dos fluidos bioldgicos
e possibilitando a confirmagdo dos achados preliminares relacionados tanto as
diferengas espectrais quanto aos biomarcadores inflamatérios identificados.

Avaliar subtipos moleculares isoladamente: Analisar os perfis espectrais em diferentes
subtipos moleculares de cancer de mama, buscando identificar assinaturas especificas
associadas a cada um,;

Abordagens quimiométricas: Investigacdes futuras poderdo integrar abordagens
quimiométricas, bem como explorar vias paralelas envolvendo novos biomarcadores de
inflamacao, hematopoese ¢ metabolismo tumoral, contribuindo para uma caracteriza¢ao
mais abrangente da doenca.

Realizar lipidomica, metabolomica e protedmica dos resultados do artigo 1.
Acompanhar pacientes: Acompanhar as pacientes com cancer de mama ao longo do
tempo para investigar se as assinaturas espectrais sao capazes de prever a resposta ao
tratamento e a ocorréncia de recidivas.

Desenvolvimento de modelos preditivos integrados: A combinagdo de dados espectrais
e biomarcadores inflamatdrios por meio de algoritmos de machine learning representa
uma oportunidade para criar modelos diagnosticos e progndsticos mais sensiveis e
especificos.

Aplicagdes da saliva como matriz preferencial: Diante de seu carater ndo invasivo e da
alta aceitabilidade, futuros estudos podem explorar protocolos padronizados de coleta e
analise, visando implementar a saliva como ferramenta rotineira de triagem em atencao
primadria e rastreamento populacional.

Monitoramento longitudinal da resposta terapéutica: Tanto a espectroscopia FTIR

quanto os biomarcadores inflamatdrios apresentam potencial para avaliagdo dinamica
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do tratamento, possibilitando acompanhamento de resposta e detec¢ao precoce de
progressao.

Integracdo com plataformas de bidpsia liquida: Investigagdes futuras podem explorar a
complementariedade entre FTIR, marcadores inflamatérios, DNA tumoral circulante e
exossomos, avancando na direcdo de uma abordagem multimodal de diagndstico e
prognostico.

Tecnologia para uso clinico: A evolucdo tecnoldgica pode permitir o desenvolvimento
de equipamentos compactos de FTIR para uso clinico direto, ampliando o acesso,
especialmente em regides com infraestrutura limitada.

Exploracdo dos mecanismos imunolégicos associados as citocinas identificadas:
Estudos basicos e translacionais poderdo esclarecer o papel funcional da IL-1BETA e
IL-10 na progressao tumoral e na resisténcia terapéutica, potencialmente identificando

novos alvos terapéuticos.
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