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RESUMO

O cancer de mama (CM) € um importante problema de saude mundial e € o principal
responsavel pelas mortes em decorréncia do cancer em mulheres. As mortes sao,
em sua maioria, consequéncia de metastases a distancia e a forma mais efetiva de
evita-las € a deteccdo do CM em estadiamentos iniciais. O teste padrao ouro para
a triagem do cancer de mama é a mamografia e apresenta importantes limitagdes
como restricdo ao seu uso em uma faixa etaria especifica e a constituicao fisica
das mamas. Além disso, apresenta altas taxas de resultados falso positivos
principalmente por falhar em diferenciar doengas benignas de malignas,
ocasionando bidpsias teciduais desnecessarias. A bidpsia é a unica ferramenta
capaz de confirmar o diagndstico de cancer de mama, mas tem a desvantagem de
ser altamente invasiva. Diante desse cenario, € de suma importdncia o
desenvolvimento de novas ferramentas ou plataformas que auxiliem na reducéo de
bidpsias e outros procedimentos desnecessarios. Nesta tese, serdo apresentados
trés capitulos. No capitulo | sera abordada uma revisédo da literatura sobre o tema
da tese. Sera descrita a anatomopatologia mamaria, os biomarcadores e técnicas
mais relevantes que podem solucionar o problema exposto acima. O objetivo é
apresentar os conceitos e estudos necessarios para a compreensio dos demais
capitulos. No capitulo Il sera abordado um método, painel e kit desenvolvido
visando detectar células tumorais circulantes no sangue periférico para diagndstico
do cancer de mama e monitoramento da terapia (Patente 1). Essa patente foi
depositada sob o niumero BR1020200263951 em 22/12/2020 e em 20/12/2021 foi
solicitado o PCT da mesma sob o numero PCT/BR2021/050561. Encontra-se em
fase de validagao do protocolo desenvolvido, otimizagao e estudo prospectivo para
confirmacéo dos parametros do monitoramento do tratamento. No capitulo Il sera
apresentado o método desenvolvido de uso de algoritmos de aprendizado de
maquina na analise de dados de espectroscopia do infravermelho médio com
objetivo de triagem da populagao feminina pela saliva (Patente 2). Essa patente foi
depositada sob o numero BR1020210260386 em 22/12/2021 no INPI. Encontra-se
em fase de validagdo do modelo com aumento do numero amostral. Logo apés o
Capitulo Ill, sera apresentada a conclusao da tese e as perspectivas.
Palavras-chave: Cancer de mama, biomarcadores, bidpsia liquida



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is an important global health problem and is the main cause of
cancer-related deaths in women. Most deaths are a consequence of distant
metastases and the most effective way to avoid them is the detection of BC in the
early stages. The gold standard test for breast cancer screening is mammography
and it has important limitations such as restriction of its use in a specific age group
and the physical constitution of the breasts. In addition, it has high rates of false-
positive results, mainly because it fails to differentiate between benign and
malignant diseases, causing unnecessary tissue biopsies. A biopsy is the only tool
able to confirm the diagnosis of breast cancer, but it has the disadvantage of being
highly invasive. Given this scenario, it is extremely important to develop new tools
or platforms to help reduce biopsies and other unnecessary procedures. In this
thesis, three chapters will be presented. In chapter |, a review of the literature on the
theme of the thesis will be addressed. Breast anatomy pathology, the most relevant
biomarkers, and techniques that can solve the problem exposed above will be
described. The objective is to present the concepts and studies necessary to
understand the other chapters. In chapter Il, a method, panel, and kit developed to
detect circulating tumor cells in peripheral blood for breast cancer diagnosis and
therapy monitoring (Patent 1) will be discussed. This patent was filed under the
number BR1020200263951 on 12/22/2020 and on 12/20/2021 the PCT of the same
was requested under the number PCT/BR2021/050561. It is in the phase of
validation of the protocol developed, optimization and prospective study to confirm
the parameters of treatment monitoring chapter lll, the developed method of using
machine learning algorithms in the analysis of mid-infrared spectroscopy data to
screen the female population by saliva (Patent 2) will be presented. This patent was
deposited under the number BR1020210260386 on 12/22/2021 at the INPI. The
model is currently being validated with an increase in the sample size. Soon after
Chapter lll, the conclusion of the thesis and perspectives will be presented.

Keywords: Breast cancer, biomarkers, liquid biopsy
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1. FISIOLOGIA DA MAMA

A mama é um 6rgéo exclusivo da classe Mammalia, por esse motivo a classe
recebe esse nome, tem como fungao principal sintetizar e secretar leite para a prole
(HASSIOTOU; GEDDES, 2013). A mama feminina localiza-se na parede toracica
anterior com sua base estendendo-se da segunda a sexta costela. Cerca de dois
tercos da mama revestem o musculo peitoral maior e um tergo restante o musculo
serratil anterior e a porgcdo superior do musculo obliquo abdominal. Este tecido
ainda se estende, quase sempre, para a axila, como a cauda axilar de Spence
(FIGURA 1) (PANDYA; MOORE, 2011).
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Figura 1. Anatomia da mama feminina: (A) ilustracdo do seio feminino em corte
transversal vertical e (B) visdo por mamografia médio-lateral obliqua (MLO) da mama
feminina normal. Figura de JESINGER (2014) com wuso autorizado pela
RightsLink/Elsevier.

O inicio do desenvolvimento da mama ocorre durante a quarta semana de
vida embrionaria, sob influéncia genética e hormonal, a partir de células
precursoras da pele (ectoderma). Ainda no periodo gestacional, ha a formagao de

ductos que vao conectar o mamilo aos lIdbulos em crescimento. Apds o nascimento,



a acao de hormébnios maternos no desenvolvimento da mama cessa e ela se torna
quiescente até a puberdade (JESINGER, 2014).

Na puberdade ocorre o aumento do volume das mamas, com um efeito
proliferativo sobre os ductos e sobre o estroma circundante (tecido adiposo e do
conjuntivo periductal) além de alongamento e espessamento do sistema ductal.
Porém, a glandula mamaria atinge o seu estado funcional maduro apenas durante
a gravidez/lactagdo. Nesse periodo, as células lobulares diferenciam-se para
produzir e secretar o leite. Cerca de 25% da ingestao diaria de energia é requerida
para a producao do leite, caracterizando uma alta demanda metabdlica. Com a
suspensdao da amamentacao, as células lobulares retornam ao seu estado de
repouso (HARTMANN, 2007; JESINGER, 2014).

Proximo a fase da menopausa, ocorre a involugao dos lébulos e ductos com
a atrofia do tecido fibroso adjacente e substituicao por tecido conjuntivo e adiposo,
resultando em diminuicdo do tamanho da mama (C. BRUCKER; SCHARBO-
DEHAAN, 1991).

A mama é um tecido altamente dinamico e este processo é controlado pelos
horménios produzidos na hipofise e ovarios. O horménio foliculo estimulante e o
luteinizante, liberados pela hipdfise, estimulam o ovario a liberar estrégeno e
progesterona. O estrogeno e progesterona estimulam as mudancas da mama. A
prolactina também é liberada pela hipéfise e atua em conjunto com o estréogeno e
progesterona para a promocado das alteragdes que ocorrem durante a
gravidez/lactagdo (MCCOOL; STONE-CONDRY; BRADFORD, 1998).

A mama é ainda uma glandula cutadnea exocrina modificada, composta de
pele e tecido subcutaneo, parénquima mamario (ductos e I6bulos) e estroma de
suporte, incluindo gordura interposta em uma complexa rede de ligamentos, nervos,
vasos sanguineos e linfaticos (JESINGER, 2014).

Os l6ébulos e ductos sao formados por duas camadas de células: uma
camada interna de células epiteliais luminais e uma camada externa composta de
células mioepiteliais (VIDI; BISSELL; LELIEVRE, 2013). Estes dois tipos celulares
podem ser diferenciados pela composicdo de seu citoesqueleto, ou seja, pelas
citoqueratinas (Cks). As células mioepiteliais (compartimento de proliferagao)

expressam Ck5, Ck6 e Ck14, enquanto as células luminais (compartimento



diferenciado) expressam Ck8 e Ck18 (FIGURA 2) (IYER et al., 2013; MOLL; DIVO;
LANGBEIN, 2008) .

Figura 2. Histologia da mama. (A) Fotomicrografia (ampliagao original, 100x; coloragao com
hematoxilina e eosina (H-E)) de I6bulos mamarios normais. As células epiteliais revestem o
[limen e demonstram secregao apdécrina com extrusdes citoplasmaticas (seta). Uma camada
de células mioepiteliais (ponta de seta), algumas das quais ligeiramente vacuoladas, € vista
adjacente as células epiteliais. (B) Fotomicrografia (aumento original, 100x; coloragdo de
imunoperoxidase com anticorpos para marcagao da actina) da camada de células mioepiteliais
(ponta de seta), que tem fung&o contratil e é sensivel a ocitocina. Figura de JESINGER (2014)
com uso autorizado pela RightsLink/Elsevier.

Uma caracteristica importante do epitélio luminal, incluindo o da mama, é
que eles possuem uma polaridade basoapical. Essa polaridade possibilita a
integracdo dos sinais hormonais e mecanicos exercidos pelo microambiente, além
de ser critica para a manutengao da diferenciagao e sobrevida celular (BISSELL et
al., 2002).



A membrana basal conecta o tecido epitelial ao conjuntivo e estroma
adjacente, essa intricada rede mantém varios tipos de fatores soluveis, formando o
microambiente do epitélio (GUSTERSON et al., 1982). Assim, as células luminais
e mioepiteliais estdo em contato direto com a membrana basal, fazendo com que a
ultima interfira diretamente na funcdo e especificidade do tecido, através do
armazenamento de fatores de crescimento e citocinas que ira influenciar varias vias
de sinalizacdo (BASHKIN et al., 1989; VIDI; BISSELL; LELIEVRE, 2013).

A compreensao do desenvolvimento, da anatomia, fisiologia e regulagéo
mamaria € essencial para entender a biologia e a funcdo desse 6rgao e de suas

doencgas benignas ou malignas.

2. DOENCAS DA MAMA

2.1 Doenca Benigna da Mama

As doencgas benignas da mama (DBM) sao frequentes em mulheres,
correspondendo cerca de 80% de todas as lesbes mamarias (AJAO, 1979; GURAY;
SAHIN, 2006). DBM engloba um conjunto de lesdes heterogéneas e o tecido
mamario pode apresentar, simultaneamente, varias destas alteragées (SHERMAN
et al., 2020). Em sua maioria, a deteccao destas lesdes ocorre por exames de rotina
(clinicos e/ou de imagem) ou pela prépria paciente por meio do autoexame, ou
devido a mastalgia (ORR; KELLEY, 2016).

No inicio da puberdade, as alteracdes no tecido glandular e ductal raramente
ocorrem, entretanto pode haver hiperplasia estromal (PEARLMAN; GRIFFIN,
2010). Em resposta aos aumentos ciclicos de estrogeno e progesterona, o tecido
glandular pode sofrer mudangas levando a adenose, assim como pode ocorrer
alteragdes estromais com areas irregulares. No periodo reprodutivo tardio, o tecido
glandular e/ou ductal pode se tornar hiperplasico (SANTEN, 2000). Dessa forma,
as DBMs sao mais comuns na segunda década de vida e atingem o pico entre as
idades de 40 e 50 anos (COLE; MARK ELWOOD; KAPLAN, 1978).

Na rotina clinica convencionou-se classificar as DBMs em nao proliferativas,
proliferativas sem atipias e proliferativas com atipias, que apresentam graus
crescentes de risco relativo de desenvolver CM (DUPONT; PAGE, 1985). Nao ha
risco elevado para a ocorréncia de CM em mulheres com lesdes nao proliferativas
(MILTENBURG; SPEIGHTS, 2008). Mulheres com doengas proliferativas sem



atipias estdo associadas a um risco relativo de 1.2 a 2.0, enquanto alteragdes
proliferativas com atipias estdo associadas a um risco relativo de 3.7 a 5.3 de
desenvolver CM, quando comparadas com a populacdo em geral (ONSTAD;
STUCKEY, 2013).

As lesdes néao proliferativas da mama abrangem cistos, alteragdo apdcrina
papilar, ectasia ductal, calcificacbes relacionadas ao epitélio, adenose nao
esclerosante e fibrose periductal. Os cistos, presentes nesse grupo de lesdes, sdo
os mais frequentes, com 20 a 25% apresentando massas palpaveis (MILLET;
DIRBAS, 2002; STACHS et al., 2019). A ultrassonografia € um exame por imagem
particularmente util na identificagdo e classificagcdo dos cistos. Na pratica clinica,
caso o diagndstico seja um cisto simples ou microcistos agrupados, o protocolo a
seguir é feito por acompanhamento de rotina (MILLET; DIRBAS, 2002).

As lesbes de mama proliferativas sem atipias incluem hiperplasia ductal,
adenose esclerosante, cicatrizes radiais, papiloma intraductal e fibroadenoma. A
hiperplasia ductal sem atipias €, dentre todas as lesdes proliferativas sem atipias,
a mais comum e a sua detecc¢ao ocorre quase sempre em decorréncia de achados
acidentais de bidpsia, solicitadas em decorréncia de anormalidades mamograficas
e/ou massa mamaria. Se a arquitetura tecidual for mantida, sem alteracdo da
morfologia das células ductais, nenhum tratamento ¢é indicado (KOERNER, 2004).

As lesbes de mama proliferativas com atipias podem incluir hiperplasia
ductal, hiperplasia lobular, papiloma e papilomatose. Como nas lesdes sem atipias,
a identificacao dessas lesdes atipicas ocorre na bidépsia de achados mamograficos.
Parte das células perdem a orientagdo basoapical e podem preencher parte do
ducto ou Iébulo envolvido. Mulheres com hiperplasia atipica sao usualmente
orientadas apenas sobre estratégias de modificagdes comportamentais e de estilo
de vida (ORR; KELLEY, 2016).

A deteccdo de DBM é muito mais comum do que o diagnostico do cancer de
mama. Portanto, saber diferenciar esses dois grupos € de suma importancia para

que ndo ocorra a excisao cirurgica e/ou outros tratamentos desnecessarios.

2.2 Cancer de Mama
Em 2020, ocorreram cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancer e
quase 10 milhdes de mortes, sendo que o cancer de mama foi o tipo mais

diagnosticado no mundo, com cerca de 2,3 milhdes de novos casos (SUNG et al.,
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2021). Em 2020, no Brasil, estimou-se a ocorréncia de 66.280 novos casos de
cancer de mama (INCA, 2019).

O cancer de mama pode ser causado por varios fatores, sendo os principais
a predisposi¢cao genética, idade, densidade mamaria, agentes ambientais e estilo
de vida (FENG et al., 2018; SUNG et al., 2021). Esses fatores podem gerar um
desbalang¢o no status redox, com aumento das espécies reativas de oxigénio,
induzindo alteragdes nas concentragbes hormonais de estrogeno e progesterona,
aumentando a agressividade do tumor (CHAJES; ROMIEU, 2014). Ressalta-se
ainda que a obesidade pode gerar dois pontos-chave para a progressao do tumor,
por meio da promoc¢ao da inflamacéo e a producao de estrégeno pelos adipdcitos
(LEE et al., 2019).

A triagem do CM visa detectar com precisdo tumores em estadiamento
inicial, possibilitando o incremento do acesso aos servigos de diagnostico e
fornecendo tratamento oportuno para o cancer e, dessa forma, reduzindo a
mortalidade por CM (LOKUHETTY; WATANABE; WHO, 2019).

Os métodos mais utilizados na rotina clinica para a triagem do céancer de
mama sao: exame fisico, mamografia, ultrassonografia e ressonancia magnética,
todos eles variam entre si quanto a utilidade, sensibilidade e especificidade (BARBA
etal., 2021).

O exame fisico refere-se a analise das mamas, mamilo e axilas em busca de
alteracbes notaveis ao toque, pode ser realizado pelo médico ou pela propria
paciente. As anormalidades detectadas por esse meétodo incluem nddulos
mamarios e axilares, espessamento, inchacgo, assimetria e ulceragao ou secrecao
do mamilo. A principal desvantagem, é que se confirmado por bidpsia, o CM
apresenta estadiamentos avangados (HASSAN et al., 2015; SULTANIA et al.,
2017). Ao ser executado pelo médico, o método possui uma sensibilidade que varia
entre 40 a 69% e uma especificidade entre 88 a 99%. Caso seja um autoexame, a
sensibilidade cai para a faixa de 12 a 41% (US PREVENTIVE SERVICES TASK
FORCE, 2009).

A mamografia € o exame padrao ouro para a triagem de pacientes em busca
da deteccdo do cancer de mama. Utiliza raios-X para visualizar possiveis
anormalidades na mama, mas caso sejam detectadas no exame nao se pode

confirmar ser cancer. Dessa forma, se houver achados mamograficos indicativos



de cancer da mama recomenda-se a realizagdo de bidpsia e analises
histopatolégicas e moleculares do tecido (WELCH et al., 2016).

Porém, a mamografia apresenta algumas desvantagens como o
sobrediagnostico, em que achados benignos ou tumores n&o agressivos podem ser
confundidos com tumores invasivos, levando a procedimentos e tratamentos
desnecessarios (LJBERG et al., 2015). Além disso, a sensibilidade da mamografia
€ influenciada pela constituigdo do tecido. Neste cenario, mamas densas, maior
quantidade de tecido fibroglandular em relagdo ao adiposo, encontrada em maior
porcentagem em mulheres mais jovens, limitam a deteccdo de tumores
(MANDELSON, 2000). Em nosso melhor conhecimento, a literatura ainda nao
apresentou um consenso em relagcdo a idade adequada para a realizagdo da
mamografia e ainda, a precisao do teste, pois as porcentagens de sensibilidade e
especificidade variam bastante entre os estudos. A Organizacdo Mundial de Saude
recomenda a realizagdo da mamografia a cada dois anos para mulheres com
idades entre 50 e 69 anos (SUNG et al., 2021).

A ultrassonografia € um método de triagem por imagem que utiliza ondas
sonoras de alta frequéncia para produzir imagens das estruturas internas da mama,
permitindo a deteccdo das alteragdes nos tecidos (SMETHERMAN, 2013). A
ultrassonografia pode ser utilizada para distinguir cistos contendo liquido de
tumores solidos e guiar alguns procedimentos cirurgicos, como, por exemplo,
bidpsia por agulha. Essa técnica apresenta como vantagens a nao utilizagdo de
radiacdo ionizante ou contraste intravenoso e o fato de poder ser realizada em
mulheres com mamas densas. Porém, apresenta uma menor sensibilidade e
especificidade do que a mamografia (GEISEL; RAGHU; HOOLEY, 2018).

A ressonancia magnética utiliza campos magnéticos e ondas
eletromagnéticas para produzir imagens detalhadas de processos fisioldgicos,
como, por exemplo, o fluxo sanguineo. A ressonancia magnética, para a triagem
do cancer de mama, utiliza contraste e depende da neovascularizagao (formagao
de novos vasos) do tumor (MORRIS, 2002). Ela vem sendo empregada
principalmente em complemento as informacdes obtidas por mamografia, pois
apresenta alto custo e alta taxa de falsos-positivos (BARBA et al., 2021).

Apoés a deteccao de alteragdes indicativas de cancer de mama por técnicas

de imagem, a bidpsia é necessaria para o diagndstico preciso dos tumores. Existem
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trés principais tipos de bidpsia, a saber: 1) aspiragao por agulha fina, escolhido para
avaliar o liquido de cistos e abcessos; 2) biopsia de fragmento com agulha (core
biopsy), remove uma fragdo pequena do tecido; e 3) bidpsia excisional, busca
remover todo o tumor com uma margem de seguranga (DODD; BUI, 2015).

Apesar de ser uma técnica altamente invasiva, a bidpsia ainda é a
ferramenta padrdo ouro que confirma se um tumor é benigno ou maligno. A
confirmacgéo ocorre por meio das analises citoldgicas, histoldégicas e moleculares
do tecido removido (BUONO et al., 2019). A determinagao da estrutura mamaria
acometida (subtipo) e a classificagdo dos tumores ocorre também por meio dessas
analises, simultaneamente ao diagndstico.

O cancer de mama possui mais de 21 subtipos, caracterizando assim uma
doenca altamente heterogénea com alta diversidade morfologica (WHO, 2012).
Pode ser dividido, inicialmente, em CM in situ ou invasivo. O CM invasivo mais
frequente é o tipo nao especial (também denominado ductal invasivo) e
compreende 70 a 80% dos casos, que ndo representa um subgrupo homogéneo,
mas apresenta uma disparidade com relagdo a morfologia do tumor, biologia
molecular subjacente e progndstico (PROVENZANO; ULANER; CHIN, 2018;
VUONG et al., 2014).

Dentre os demais tipos tumorais, podemos citar como principais o0s
seguintes: carcinoma lobular, tubular, mucinoso, metaplasico invasivo e carcinoma
com caracteristicas medulares, neuroenddcrina ou apécrina. O diagnéstico de
carcinoma ductal invasivo é por exclusdo, ou seja, quando um tumor n&o preenche
os critérios para um subtipo especial (VUONG et al., 2014).

Além da classificagdo com base na localizagdo do tumor (tipo histologico),
os tumores também sao classificados quanto ao grau. Um dos sistemas mais
utilizados é baseado em Bloom e Richardson modificado por Elston e Ellis, onde
sao atribuidos pontos para formacéao de tubulos (1 a 3, com 3 sendo ma formacéo),
o grau de pleomorfismo nuclear (1 a 3, com 3 mostrando alto grau) e a contagem
mitética (1-3, sendo 3 uma alta contagem). As pontuagbdes sdo combinadas para
dar uma nota de 1 (total da soma entre 3 e 5), 2 (pontuagédo de 6 ou 7) ou 3
(pontuagéo de 8 ou 9). Em adigao, os tumores grau 1 sao os mais diferenciados
(BLOOM; RICHARDSON, 1957; ELSTON; ELLIS, 1991).
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O sistema TNM é utilizado para estadiamento dos tumores de mama e
possui como base a extensao anatdbmica da doencga. Este sistema avalia trés
componentes: i) T — a extensao (tamanho) do tumor primario; ii) N — a quantidade
de linfonodos regionais com metastase; e iii) M — a auséncia ou presencga de
metastase a distancia (EDGE; COMPTON, 2010). Além disso, os biomarcadores
ou alvos moleculares sao utilizados como ferramentas auxiliares para a
classificagdo dos tumores de mama. Os mais utilizados sao o receptor de estrogeno
(RE), receptor de progesterona (RP), receptor 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2) e a proteina Ki67.

O RE e RP séo fatores transcricionais que atuam cooperativamente para
induzir a sobrevivéncia, proliferagdo e influenciar a estabilidade gendmica
(GANGULY et al., 2021). Os promotores que controlam a transcricdo de RP contém
sitios de ligagao ao estrégeno nas células do cancer de mama (KASTNER et al.,
1990; MOHAMMED et al., 2015). Dessa forma, a expressado de RP é considerada
uma indicagao de uma via RE intacta e funcional (HORWITZ; KOSEKI; MCGUIRE,
1978; WAKS; WINER, 2019). Por outro lado, a RP ndo é somente um gene alvo
induzido por RE, mas também uma proteina que se associa a RE e modula seu
comportamento (MOHAMMED et al., 2015).

O HER2 é um receptor tirosina quinase transmembrana amplificado em
cerca de 20% dos CM (PICCART-GEBHART et al., 2005). Ele esta envolvido na
comunicacao célula-célula e célula-estroma principalmente por um processo
conhecido como transducao de sinal, onde fatores de crescimento externos, ou
ligantes, influenciam a transcrigdo de varios genes (ROSS et al., 2009). O Ki67 é
uma proteina nuclear associada a proliferacdo celular, que é expressa nas fases
G2 e S do ciclo celular, mas n&o € expressa em células em repouso (VUONG et
al., 2014).

A analise em conjunto dos marcadores moleculares descritos nos
paragrafos anteriores, fornece a classificagdo dos subtipos moleculares do cancer
de mama. Os principais marcadores moleculares s&o luminal A (RE+ ou RP+,
HER2- e Ki67 <14%), luminal B (RE+ ou RP+, HER2+ ou Ki67 = 14%), HER2
positivo (RE- e RP-, HER2+) e triplo negativo (RE- e RP-, HER2-). Cerca de 10 a
15% dos CM séo triplo negativos (VUONG et al., 2014). Em adi¢cdo ao descrito
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acima, a classificagdo correta dos tumores da mama € essencial para a
determinacgao do progndstico e o direcionamento do tratamento.

Em relagdo a terapia para o cancer de mama, podemos citar a cirurgia, a
radioterapia, a terapia neoadjuvante e adjuvante. Para uma terapia ser eficiente ela
precisa ter eficacia maxima eliminando ou minimizando a recorréncia e com minimo
de efeitos colaterais (FISUSI; AKALA, 2019). Para o cancer de mama nao
metastatico, a terapia local pode consistir na remogao cirurgica, amostragem e
remogao dos linfonodos axilares, considerando a radioterapia pds-operatério. A
quimioterapia (terapia sistémica) pode ser pré-operatdria (neoadjuvante), pods-
operatodria (adjuvante) ou ambas. Para tumores positivos para os receptores
hormonais (RE e RP) ha a possibilidade de terapia endodcrina e para tumores
positivos HER2, terapia direcionada com anticorpo. Para os tumores triplo
negativos, a unica forma de tratamento sisttmico é a quimioterapia (WAKS;
WINER, 2019). A quimioterapia é particularmente importante para melhorar a
sobrevida livre de doenga com base no controle de micrometastases com potencial
de espalhar o tumor para todo o corpo (SHIEN; IWATA, 2020).

O tratamento de pacientes com cancer de mama metastatico tem o objetivo
principal de prolongar a vida e atenuar os sintomas, pois o CM metastatico
permanece incuravel em praticamente todos os pacientes acometidos pela doencga
(FISUSI; AKALA, 2019). Por isso, € de suma importancia detectar o cancer de
mama em estadiamentos iniciais, assim como monitorar a eficacia terapéutica para

que nao ocorram metastases.

3. PROGRESSAO TUMORAL

O cancer de mama metastatico representa a principal causa de mortes entre
as mulheres e a progressao tumoral para formacao de metastases € um processo
complexo e de multiplas etapas, durante o qual células tumorais sofrem alteragdes
estruturais e funcionais que Ihes permitem migrar para sitios distantes (PINEIRO,
2020).

A cascata metastatica pode ser dividida nas seguintes etapas: 1)
destacamento das células tumorais apds passarem por transicao epitélio-
mesenquimal (EMT); 2) migragdo das células para tecidos adjacentes; 3)
intravasacgao das células tumorais em vasos sanguineos e linfaticos, passando a

serem identificadas como células tumorais circulantes (CTCs); 4) sobrevivéncia das
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CTCs na circulagao; 5) extravasamento das CTCs em o6rgao distantes; 6)
adaptacao e colonizagdo das células tumorais no novo sitio com formagao das
metastases a distancia (MELZER; VON DER OHE; HASS, 2017).

Um fator-chave para que ocorra a progressao de um tumor in situ para um
tumor invasivo € o microambiente tumoral (PLACE; JIN HUH; POLYAK, 2011).
Esse microambiente tumoral € formado por matriz extracelular e varios tipos
celulares. Nesse local ocorre uma pressdo nas células tumorais para que elas
procurem novos locais que favorecam o seu crescimento, visto que ha uma
escassez de nutrientes e outros fatores com a expansao tumoral (MEGO; MANI;
CRISTOFANILLI, 2010; MICKE; OSTMAN, 2005).

As células com metabolismo irregular passardo pela transigao epitélio-
mesenquimal e a hipoxia desempenha um papel importante na ativagcdo desse
processo (KSIAZKIEWICZ; MARKIEWICZ; ZACZEK, 2012). Durante a EMT, as
células tumorais perdem a expressdao de marcadores epiteliais especificos,
incluindo E-caderina, molécula de adesado celular epitelial (EpCAM) e CKks,
adquirem a expressao de marcadores mesenquimais como vimentina, N-caderina,
CD44, ALDH1 e regulam positivamente metaloproteinases, principalmente MMP2
e MMP9 (BROERSEN et al., 2014; FRIEDLANDER et al., 2014; VIDEIRA et al.,
2014). Apés essa mudanca de fendtipo, as células conseguem invadir o estroma
circundante direcionadas por um gradiente de nutrientes e fatores de crescimento
(CHIANG; CABRERA; SEGALL, 2016). Além disso, esse processo ocorre de forma
lenta e pode gerar células tumorais com um fenétipo hibrido, ou seja, células
tumorais que apresentam caracteristicas tanto mesenquimais quanto epiteliais (JIE;
ZHANG; XU, 2017). Acredita-se que estes diversos fendtipos fornecem habilidades
para que as ceélulas tumorais colonizem diferentes microambientes (LU; KANG,
2019).

A etapa seguinte a migragao das células tumorais pelo estroma € o acesso
aos vasos sanguineos e/ou linfaticos. Como o proprio tumor gera novos vasos
(angiogénese) e a parede desses vasos apresenta jungdes célula a célula fracas,
a intravasacgao das células tumorais é facilitada. Ao entrarem nos vasos tornam-se
células tumorais circulantes (UTOGUCHI et al., 1996). Além disso, as proprias

células tumorais liberam moléculas que ira fragilizar as paredes dos vasos,
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aumentando a carga de CTCs e consequentemente aumentando a probabilidade
de formagao de metastases (GRISARD; NICOLOSO, 2017).

Na circulagdo, as células tumorais sofrerdo colisbes com células
sanguineas, forgas de cisalhamento, ataque do sistema imune e estresse oxidativo
(MASSAGUE; OBENAUF, 2016). Além disso, as CTCs precisam resistir a anokis e
falta de fatores de proliferagao, os quais na maioria das vezes sao fornecidos pela
interacdo célula-matriz (MELZER; VON DER OHE; HASS, 2017). Os estudos
apontam que CTCs mesenquimais apresentam uma resisténcia maior a todos
esses fatores em comparagao com CTCs epiteliais (MITCHELL; KING, 2013).

Na penultima etapa da cascata metastatica, as CTCs deixam a corrente
sanguinea e extravasam para sitios secundarios e no novo microambiente elas
sofrem o processo reverso, transicdo mesenquimal para epitelial, e adaptam-se
para proliferar (CHAFFER; THOMPSON; WILLIAMS, 2007). As CTCs do CM tem
um tropismo em colonizar preferencialmente ossos e pulmdes (47-60% e 16-34%,
respectivamente) (COLEMAN; RUBENS, 1987).

A disseminagao de células tumorais na corrente sanguinea ocorre ja nos
estadiamentos iniciais do CM e essas células podem ser encontradas em pacientes
com lesbes pré-invasivas (BANYS et al.,, 2014). Dessa forma, componentes
tumorais liberados nos fluidos corporais podem ser uma importante ferramenta para

a triagem, diagnéstico e monitoramento da terapia.

4. BIOPSIA LiQUIDA

A bidpsia liquida é definida como a deteccao e analise de biomarcadores
presentes em fluidos biolégicos que possibilite a identificagdo de pacientes com
cancer (BANYS-PALUCHOWSKI; KRAWCZYK; FEHM, 2020). Os biomarcadores
sao substancias que podem ser oriundas do tumor ou liberadas por outros tecidos
em resposta a presencga do tumor (LOKE; LEE, 2018).

Estratégias baseadas nos fluidos bioldgicos tém atraido consideravel
atencdo durante a ultima década devido ao seu potencial como ferramenta
minimamente invasiva para o monitoramento do cancer (CAYREFOURCQ; ALIX-
PANABIERES, 2020). Um teste baseado em biomarcadores presentes nos fluidos
bioldgicos para triagem, diagndstico e/ou monitoramento do tratamento do cancer
de mama pode ser uma opcdo atraente, econbmica e prontamente acessivel
(LOKE; LEE, 2018).
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O termo “bidpsia liquida” engloba a analise de acido desoxirribonucleico
(DNA) circulante, acido ribonucleico (RNA) (mMRNA, microRNA), exossomos e CTCs
(ALIX-PANABIERES; PANTEL, 2016) em materiais tais como sangue, urina, saliva
e fezes (HABER; VELCULESCU, 2014; SIRAVEGNA et al., 2017).

O DNA tumoral circulante (ctDNA) difere-se do DNA livre de células (cfDNA)
por ser fragmento de DNA obrigatoriamente originario do tumor. Mas como a sua
concentragéo nos fluidos € muito baixa, convencionou-se detectar a quantidade de
cfDNA e padronizar a diferenga de concentracido destas moléculas na condicao
saudavel e doente (BANYS-PALUCHOWSKI; KRAWCZYK; FEHM, 2020). A
concentracdo de cfDNA no sangue pode variar de 13 ng/mL em individuos
saudaveis cerca de 180 ng/mL em estadiamentos avangados do cancer (PAYNE,
2011). O cfDNA pode ser util na detecgdo precoce do cancer de mama, como
mostra um estudo utilizando bidpsia liquida para medir os niveis de ctDNA/cfDNA
permitiu detectar o cancer de mama 5 meses antes da deteccdo clinica e
radiolégica (RUSSO; GIORDANO; ROLFO, 2017). Em outra analise, baseada na
comparacao de cfDNA integro com cfDNA total, demonstrou que nos pacientes com
cancer de mama ha uma menor quantidade de cfDNA integro, apensar de haver
um aumento na quantidade de cfDNA total permitindo diferenciar os estadiamentos
do cancer de mama (MADHAVAN et al., 2014).

Os exossomos s&o uma subcategoria de vesiculas extracelulares com
tamanhos de 30 a 100 nm de didmetro, presentes em uma ampla gama de fluidos
corporais tais como sangue, saliva e leite materno (EL ANDALOUSSI et al., 2013;
LASSER et al., 2011). Os exossomos sdo liberados ndo somente por células
tumorais, mas também por varios tipos celulares saudaveis, incluindo linfécitos T
citotdxicos, células endoteliais e células musculares (GE et al., 2012; WHITESIDE,
2016). Tanto em individuos saudaveis quanto em pacientes com cancer, os
exossomos transportam sinais quimicos para comunicagao intercelular,
possivelmente alterando a atividade das células alvo (RODRIGUEZ-DORANTES et
al., 2014). Porém, ha evidéncias de que o conteudo dos exossomos difere para
cada tipo celular (HOSHINO et al., 2015; TENG et al., 2017). Por exemplo, um
estudo apresentou niveis de miRNA aumentados nos exossomos de pacientes com
cancer em comparagado com exossomos de controles (JACKSON; GRABOWSKA;
RATAN, 2014).

16



A utilizagado de CTCs como uma ferramenta de detecgao apresenta diversas
vantagens sobre outros marcadores, além de n&o ser invasiva e facil de repetir, ela
possibilita capturar informagdes quanto a heterogeneidade do tumor (CHAFFER,;
WEINBERG, 2011; PINEIRO, 2020).

4.1 Células Tumorais Circulantes

A presenca de células tumorais na corrente sanguinea e a formagao de
micrometastases distantes, que sao indetectaveis por exames disponiveis
atualmente, podem ocorrer no inicio do desenvolvimento do cancer. As CTCs foram
identificadas como responsaveis pela disseminagao do tumor para outros érgaos
do corpo por isso o desenvolvimento de ensaios sensiveis e especificos para sua
detecgdo sédo foco da pesquisa translacional atualmente (LIANG; HALL; LUCCI,
2020).

As CTCs sao populacdes de células raras e fenotipicamente diversas com
viabilidade, dorméncia, expressdo de biomarcadores e potencial metastatico
variavel (HALL; VALAD; LUCCI, 2016). Talvez por isso, apesar de terem sido
descritas em 1869 por Ashworth que observou haver células no sangue com
caracteristicas semelhantes ao do tumor em um homem de 38 anos com varias
massas tumorais no térax e abdémen (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG,
2017). Somente em 2004 foi desenvolvido a primeira ferramenta capaz de isola-
las, o CellSearch® (ALLARD et al., 2004).

As técnicas desenvolvidas, at¢é o momento, para enriquecimento e
identificacdo de CTCs podem ser classificadas em tecnologias que utilizam
propriedades biolégicas das células (expressdo de marcadores de superficie);
aquelas que utilizam propriedades fisicas (tamanho e diversidade) (FERREIRA;
RAMANI; JEFFREY, 2016) ou aquelas que combinam ambos. No primeiro grupo,
o marcador de superficie EpCAM é o mais utilizado para enriquecimento de CTCs
por isso essas tecnologias falham em capturar CTCs mesenquimais (HYUN et al.,
2016), CellSearch® é um exemplo de tecnologia que emprega essa estratégia. As
tecnologias que utilizam propriedades fisicas precisam de passos adicionais,
muitas vezes utilizando técnicas complexas, para confirmagao da natureza maligna
das células encontradas (PINZANI et al., 2021).

Apesar dessas limitagdes, estudos utilizando o CellSearch® demonstraram

que cerca de 31% dos pacientes com tumores primarios (T1 e T2) tem deteccao
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positiva para CTCs (FRANKEN et al., 2012; KRISHNAMURTHY et al., 2010; VAN
DALUM et al., 2015). Além disso, uma contagem maior que 5 CTCs por 7.5 mL de
sangue em pacientes com cancer de mama metastatico esta associada a pior
sobrevida livre de doenca (PFS) e sobrevida global (OS) (CRISTOFANILLI et al.,
2004). Em pacientes sem metastases a contagem superior a 1 foi associada com
a diminuicdo de PFS e OS (LUCCI et al., 2012).

Um estudo analisou a relagdo entre CTCs e a resposta patoldogica ao
tratamento em pacientes com CM inflamatério, estadiamento Ill e ndo metastatico.
Os pacientes que nao tiveram CTCs detectadas, por meio do CellSearch®, no inicio
do estudo e tiveram resposta patoldégica completa apds a quimioterapia
neoadjuvante tiveram um resultado excelente, com uma PFS de 88% e OS de 94%
em 3 anos. Em comparagao, aqueles que tiveram detecgdo de CTC (1 CTC /7,5
ml) no inicio do estudo a PFS foi de 34% e OS de 48% em 3 anos (PIERGA et al.,
2017).

Como visto anteriormente, EMT € um processo que possibilita que células
tumorais adquiram caracteristicas como motilidade, poder de invaséao e resisténcia
a apoptose (BIDARD; PROUDHON; PIERGA, 2016; DAVE et al., 2012;
KRAWCZYK et al., 2014). Estudos corroboram a importancia da EMT, indicando
que presencga de marcadores mesenquimais em células tumorais estdo associados
a agressividade da doenga metastatica e resisténcia a terapias anticancer (DAVE
et al., 2012; HALL; VALAD; LUCCI, 2016; MEGO; MANI; CRISTOFANILLI, 2010).
Implicando que os tipos de CTCs mais agressivos que estdo passando por
alteragdes fenotipicas associadas a EMT ainda ndo possuem um teste com
comprovada aplicagdo clinica, semelhantes ao que foi estudado utilizando a
tecnologia CellSearch® (LIANG; HALL; LUCCI, 2020).

Portanto, o conceito de bidpsia liquida para analise de CTCs no sangue de
pacientes com cancer de mama € de particular importancia, pois essas ceélulas
desempenham uma fungéo bioldgica no desenvolvimento metastatico e possuem
biomarcadores (epiteliais € mesenquimais) que viabilizaria a detecgdo da
progressao tumoral e resisténcia a terapias (ALIX-PANABIERES; PANTEL, 2016).

4.2 Saliva
A composigao da saliva é de 99% de agua, espécies inorganicas (Na*, K*,
CI, Ca?*, HPOs, Mg?* e NHz), produtos de putrefagdo (putrescina e cadaverina),
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lipidios (colesterol, acidos graxos) e mais de 400 tipos de proteinas. As proteinas
mais relevantes sao as produzidas pelas glandulas salivares (a-amilase,
histaminas, cistatinas, lactoferrinas, lisozimas, mucinas e proteinas ricas em
prolina) ou advindas do plasma (albumina, IgA e transferrina) (CHIAPPIN et al.,
2007).

A saliva pode refletir a condigéo patoldgica, pois ha uma troca de substancias
com o0 sangue, possivel gracas a fina camada de células epiteliais que separa os
ductos salivares da circulacdo sistémica. Assim €& possivel uma troca de
substancias entre esses dois fluidos por transporte ativo, difusdo através da
membrana celular ou difusdo passiva por gradiente de concentracao (LIU; DUAN,
2012).

Um dos possiveis carreadores de constituintes do tumor para a saliva é o
exossomo, constituido de lipidios (SUBRA et al., 2010), mRNA, microRNA (VALADI
et al., 2007), DNA (PISETSKY; GAULEY; ULLAL, 2011) e proteinas (THERY;
ZITVOGEL; AMIGORENA, 2002).

Como fluido diagnostico a saliva oferece diversas vantagens, € um método
nao invasivo, possivel de ser coletada pelo proprio paciente, risco reduzido de
infeccdes, mais facil de ser obtida de pacientes com deficiéncia. Portanto, pode ser
utilizada como uma abordagem econdémica para triagem de grandes populacdes
(LIU; DUAN, 2012).

5. TECNICAS MOLECULARES E INTELIGENCIA ARTIFICIAL

A auséncia de biomarcadores altamente especificos e sensiveis para o
cancer de mama, bem como o numero limitado de testes n&o invasivos e de baixo
custo, exigem a descoberta de novos biomarcadores e métodos. Assim,
combinagdes de biomarcadores e o uso de técnicas de analise molecular, como
citometria de fluxo e a espectroscopia do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) podem apoiar esse proposito.

A citometria de fluxo € uma tecnologia que fornece uma analise
multiparamétrica rapida de células individuais em solugdo. Essa técnica permite
que milhares ou milhdes de células sejam analisadas a medida que passam por
um, ou varios lasers, podendo ser analisada quanto a dispersédo da luz visivel e
parametros de fluorescéncia. A dispersao da luz visivel € medida em duas direcdes

diferentes, a direta (Forward Scatter (FSC)) que pode indicar o tamanho relativo da
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célula e a lateral (90°, Side Scatter (SSC)) que indica a complexidade interna ou
granulosidade. A fluorescéncia pode ser alcangada por corantes ou anticorpos
conjugados que se ligam a alvos especificos (por exemplo, proteinas de superficie)
(MCKINNON, 2018).

A citometria de fluxo € um método laboratorial amplamente utilizado
rotineiramente para analisar o sangue periférico, a medula 6ssea, o liquido
cefalorraquidiano e outros fluidos corporais. A aplicacao clinica da citometria de
fluxo evoluiu para uma ferramenta de contagem de células T CD4* no sangue de
pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, para caracterizagao
de malignidade hematoldgicas e imunodeficiéncia primaria. Dessa forma, ja € uma
tecnologia disponivel nos laboratorios de andlises clinicas (DELMONTE;
FLEISHER, 2019).

O FTIR é uma técnica analitica que utiliza da radiacao infravermelha para
avaliar diversos tipos de amostra, entre elas os fluidos biolégicos. Quando a
radiagdo infravermelha atinge a amostra, parte dela é absorvida e parte é
transmitida. Quando a amostra absorve a radiagdo, os grupos funcionais vibram
como alongamento, dobra, deformagdo ou combinagdo. Assim, o espectro
resultante representa a absorg¢ao e transmissao molecular, criando uma impressao
digital da amostra. Portanto, duas moléculas n&o ira apresentar o mesmo espectro
(HACKSHAW et al., 2020).

Dessa forma, um espectro infravermelho apresenta quais ligagbes
absorveram a radiagdo (numero de onda), com a eficiéncia da absorcao
(intensidade) (KRAVDAL; HELGOQ; MOE, 2015). A regido do infravermelho no
espectro pode ser dividida em trés: o infravermelho distante (<400 cm), o
infravermelho médio (4000-400 cm™') e o infravermelho préximo (13000 — 4000 cm-
1). A regido do infravermelho médio pode ser subdividida em regido de alongamento
X-H (4000 — 2500 cm-'; O-H, C-H e N-H), a regio tripla (2500 — 2000 cm™'; C=C e
C=N), a regiao de ligagao.duplas (2000- 1500 cm'; C=C, C=0 e C=N) e a regido
de impressdo digital (1500 — 600 cm™) (NAWROCKA; LAMORSK, 2013). Para
analise de materiais bioldgicos, as regides mais importantes no espectro do
infravermelho é a regido da impressao digital e a regido da amida | e da amida Il
(1700-1500 cm-') (DE BRUYNE; SPEECKAERT; DELANGHE, 2018).
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A grande desvantagem dessa técnica € que a agua presente na amostra
pode interferir em informagdes bioquimicas importantes, especificamente Amida |
(~1650 cm™) e lipidios (3000 a 3500 cm™'). Uma das abordagens mais utilizadas
para evitar esse efeito é por meio da refleténcia total atenuada (ATR) (DOHERTY
et al., 2018; KONG; YU, 2007). O ATR permite que os feixes de energia ndo sejam
dissipados para além da amostra e assim possam ser detectados (SALA et al.,
2020).

Porém, o ATR-FTIR oferece uma série de vantagens, possibilita a detecgao
de composi¢des quimicas, incluindo acidos nucléicos, proteinas, lipidios e
carboidratos em amostras bioldgicas, identificando com precisao as conformacgdes
moleculares, tipos de ligagéo, grupos funcionais e interagdes intermoleculares das
quais a amostra é composta (SU; LEE, 2020). Sabendo-se que no inicio da
transformagcdo maligna ocorrem mudangas na composi¢do e quantidade das
principais biomoléculas (KRISHNAN et al., 2017; MALINS et al., 2004) antes que
estas alteragbes sejam detectadas pelos exames de imagem, o FTIR permite a
captura dessas pequenas modificagbes em lesdes pré-cancerosas (SAHU;
MORDECHAI, 2005). O ATR-FTIR é uma técnica relativamente simples,
reprodutivel, requer um pequeno volume da amostra (uL), sendo livre de reagentes
(SU; LEE, 2020).

Varios tecidos tumorais, tais como mama, pulmé&o, colon e prostata ja foram
analisados por FTIR, com resultados promissores. Por exemplo, o método
utilizando FTIR para avaliagdo de imagens teciduais do cancer de prostata
apresentou uma sensibilidade de 92,3% e especificidade de 99,4% e do cancer de
pulméo apresentou sensibilidade de 99,3% e especificidade de 94,4% (BAKER et
al., 2008; BIRD et al., 2012; GAZI et al., 2006; LASCH et al., 2004; WALSH et al.,
2012). Apesar do grande numero de publicagdes utilizando a técnica de ATR-FTIR,
ainda nao foi possivel fazer a transicao para a rotina clinica e este é o maior desafio
na atualidade (MITCHELL et al., 2014). Uma possivel resposta para a dificuldade
em traduzir as informagdes para a rotina clinica € a abundancia de dados gerados
pelas analises de ATR-FTIR.

A inteligéncia artificial, mais especificamente o aprendizado de maquina,
fornece ferramentas robustas para solucionar essa questdo do excesso de dados

gerados pela técnica de ATR-FTIR, possibilitando a identificagdo de padrdes que
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auxiliam na diferenciacdo de condicdes normais de condigdes alteradas
(ADAMSON; WELCH, 2019).

O aprendizado de maquina utiliza a estatistica e probabilidade para aprender
e melhorar o desempenho automaticamente quando recebe novos dados sem a
necessidade de programacgao explicita, ou seja, sem a necessidade de que um
programador defina as fungdes e regras a serem seguidas. Assim, o aprendizado
de maquina consegue lidar com milhares de variaveis complexas, extraindo
caracteristicas chaves e que talvez sejam dificeis de descobrir utilizando a
estatistica tradicional (YUE et al., 2018).

O objetivo principal do aprendizado de maquina é produzir um modelo que
possa ser utilizado para realizar a classificacdo e/ou predicdo. Visto que esse
modelo seja obtido, torna-se necessario determinar a performance dele. Essa
analise se da por meio da mensuragao da sensibilidade, especificidade e acuracia
(KOUROU et al., 2015).

Em sintese, a citometria de fluxo e ATR -FTIR aliadas ao aprendizado de
maquina podem ser opgdes extremamente valiosas na pesquisa do cancer de
mama para obtencdo de uma ferramenta para a triagem, diagnéstico e
monitoramento do tratamento. Almejamos assim, obter um painel de
biomarcadores abrangente aliados a um sistema simples, rapido, nao invasivo,

sensivel, especifico e de baixo custo.
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CONCLUSOES

Nesta tese, foram desenvolvidas plataformas biotecnoldgicas para a triagem,
diagnostico do cancer de mama e monitoramento do tratamento visando solucionar
problemas relacionados aos exames convencionais utilizados na rotina clinica.
Para o diagnéstico e monitoramento foi desenvolvido um método que através do
sangue periférico analisa a auséncia ou presenca de marcadores em células
tumorais circulantes por citometria de fluxo. Esse método possibilitou distinguir
pacientes com cancer de mama de doenga benigna da mama e apresentou
diferencas na porcentagem de células tumorais circulantes em pacientes
submetidas a quimioterapia daquelas que n&o haviam realizado o tratamento.
Neste sentido, desenvolvemos um método que utiliza um painel de marcadores que
podera detectar a presenca de células que poderao formar metastases. Além disso,
possibilitara a identificacdo precoce dos pacientes que nao respondem
efetivamente ao tratamento. Para a triagem, foi desenvolvido um método que utiliza
algoritmo para a andlise de dados da saliva obtidos por espectroscopia que
diferencia pacientes com cancer de mama de pacientes com doenga benigna da
mama independentemente da idade e constitui¢ao fisica das mamas. Portanto, os
meétodos desenvolvidos fornecem plataformas biotecnoldgicas que possibilitam a
bidpsia liquida do cancer de mama e poderdo ser utilizadas como ferramentas
auxiliares aos exames convencionais, auxiliando na tomada de decisbes dos
profissionais da saude e, por conseguinte, evitando tratamentos desnecessarios e

ineficientes.
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