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RESUMO 

O tipo de câncer que mais acomete a população feminina mundialmente é o de 

mama, despontando como uma das principais causas de morte entre mulheres. 

Nesse contexto, dados clínicos, patológicos e biológicos são usados por 

profissionais de saúde para prever desfechos clínicos. No entanto, faz-se 

necessário o desenvolvimento de novas estratégias para casos de câncer de mama 

(CM) com prognóstico desfavorável. A presente tese destaca que o desbalanço 

redox pode ser abordado como uma assinatura molecular prognóstica para 

mulheres com CM. Esta tese é composta por três capítulos e tem como objetivo 

avaliar as assinaturas moleculares relacionadas à processos redox em mulheres 

com CM. O primeiro capítulo da tese apresenta uma revisão da literatura dos 

principais tópicos relacionados ao objetivo proposto. O segundo capítulo é composto 

por um artigo científico que investiga os números de onda do espectro infravermelho 

obtidos por ATR-FTIR e sua relação com os níveis de marcadores de status redox 

no sangue de mulheres com CM HER2+, HER2- e doença benigna da mama 

(DBM). Os resultados indicam que os casos de CM HER2+ se diferem dos casos 

HER2- e DBM pela capacidade antioxidante do soro [CM HER2+ vs. CM HER2- 

(AUC = 0,818; especificidade = 81,82%; sensibilidade = 66,67%); CM HER2+ vs. 

DBM (AUC = 0,875; especificidade = 75%; sensibilidade = 83,33%)]. Além disso, 

alterações em termos bioquímicos que ocorrem no soro devido à escassez de 

antioxidantes estão relacionadas a uma impressão digital peculiar no espectro 

infravermelho obtido por ATR-FTIR. O terceiro capítulo é composto por um artigo 

científico que avalia a quantificação de tiol livre (sulfidrila, R-SH livre) utilizando 

amostras de soro de mulheres com CM metastático, não metastático, DBM e 

controles saudáveis. A quantificação de R-SH livre demonstrou uma redução notável 

em mulheres com CM metastático (p = 0,018). Em síntese, foi possível concluir que 

a análise do status redox sistêmico em amostras de sangue demonstra-se de 

grande valor para o desenvolvimento de novas ferramentas menos invasivas para 

triagem, monitoramento e prognóstico do CM. 

Palavras-chave: câncer de mama; desbalanço redox; marcadores de estado 

redox; HER2; capacidade antioxidante; tiol livre; ATR-FTIR. 
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ABSTRACT 

The most prevalent type of cancer affecting the global female population is breast 

cancer, emerging as one of the leading causes of death among women. In this 

context, clinical, pathological, and biological data are employed by healthcare 

professionals to predict clinical outcomes. However, the development of new 

strategies for cases of breast cancer (BC) with unfavorable prognosis is imperative. 

This thesis highlights that redox imbalance can be addressed as a molecular 

prognostic signature for women with BC. Comprising three chapters, this thesis aims 

to evaluate molecular signatures related to redox processes in women with BC. The 

first chapter of the thesis provides a literature review on the key topics related to the 

proposed objective. The second chapter consists of a scientific article investigating 

the wavenumbers of the infrared spectrum obtained by ATR-FTIR and their 

relationship with the levels of redox status markers in the blood of women with 

HER2+, HER2- BC, and benign breast disease (BBD). The results indicate that 

HER2+ BC cases differ from HER2- BC and BBD cases based on serum antioxidant 

capacity [HER2+ BC vs. HER2- BC (AUC = 0.818; specificity = 81.82%; sensitivity = 

66.67%); HER2+ BC vs. BBD (AUC = 0.875; specificity = 75%; sensitivity = 

83.33%)]. Furthermore, biochemical alterations in the serum due to antioxidant 

deficiency are linked to a distinctive fingerprint in the infrared spectrum obtained by 

ATR-FTIR. The third chapter comprises a scientific article evaluating the 

quantification of free thiol (sulfhydryl, R-SH) using serum samples from women with 

metastatic BC, non-metastatic BC, BBD, and healthy controls. The quantification of 

free R-SH demonstrated a notable reduction in women with metastatic BC (p = 

0.018). In summary, it was possible to conclude that the analysis of systemic redox 

status in blood samples proves to be of great value for the development of less 

invasive tools for screening, monitoring, and prognostication of BC. 

Keywords: breast cancer; redox imbalance; redox status markers; HER2; 

antioxidant capacity; free thiol; ATR-FTIR. 
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Apresentação 

A formatação desta tese seguiu o modelo estabelecido pelo Programa de Pós- 

graduação em Genética e Bioquímica da Universidade Federal de Uberlândia. A 

organização da tese contempla três capítulos. 

Capítulo I - fundamentação teórica, apresenta como forma de revisão da 

literatura os temas abordados na tese. 

Capítulo II – artigo intitulado “A Lower Serum Antioxidant Capacity as a 

Distinctive Feature for Women with HER2+ Breast Cancer: A Preliminary Study”, o 

qual teve como objetivo investigar os números de onda do espectro infravermelho 

obtidos por ATR-FTIR e sua relação com os níveis de marcadores de status redox 

no sangue de mulheres com CM HER2+, HER2- e doença benigna da mama 

(DBM). Esse artigo foi publicado em 2 de dezembro de 2022 no periódico Cancers 

(Fator de impacto = 6,575). Referência: SANTOS, L. L. D. et al. A Lower Serum 

Antioxidant Capacity as a Distinctive Feature for Women with HER2+ Breast Cancer: 

A Preliminary Study. Cancers, v. 14, n. 23, p. 5973, 2022. doi: 

https://doi.org/10.3390/cancers14235973. 

Capítulo III – artigo intitulado “Analysis of R-SH Quantification Unveils Redox 

Imbalance Signatures in Advanced Metastatic Breast Cancer”, o qual teve por 

objetivo explorar a quantificação de tiol livre (sulfidrila, R-SH livre), GSH, GPx e GR 

utilizando amostras de soro de mulheres com CM metastático, CM não metastático, 

DBM e controles saudáveis. Este artigo será submetido para o periódico Redox 

Biology (Fator de Impacto = 11,4). Os autores são: Letícia L. D. Santos, Alinne T. F. 

Silva, Izabella C. C. Ferreira, Lara A. Marques, Allisson B. Justino, Maria Sol Penã, 

Renata R. Teixeira, Donizeti W. Santos, Paula P. Lajolo, Carlos Eduardo Paiva, 

Foued S. Espíndola and Yara C. P. Maia. 

Por fim, será apresentada a conclusão da tese e suas perspectivas. 
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Introdução 

Embora tenha sido objeto de estudo em todo o mundo, o câncer de mama 

(CM) persiste como um significativo desafio e ainda é um grande problema de saúde 

pública, despontando como o tipo de câncer mais comum entre mulheres (Sung et 

al., 2021; Brasil, 2023). Adicionalmente, caracteriza-se como uma doença 

altamente heterogênea, com variações morfológicas e moleculares (Brasil, 2023). 

As estimativas apontam que serão diagnosticados 3.025.471 novos casos de 

CM em 2040 mundialmente (Sung et al., 2021). No Brasil, para o triênio de 2023 a 

2025 são esperados 73.610 casos, com um risco aproximado de 66,54 novos casos 

a cada 100 mil mulheres (Brasil, 2023). 

Os tumores malignos de mama são a segunda principal causa de morte entre 

a população feminina, principalmente após o desenvolvimento de metástases (Sung 

et al., 2021; Brasil, 2023). Cerca de 90% das mortes associadas ao câncer são 

causadas pela doença metastática e não por tumores primários (Lambert; 

Pattabiraman; Weinberg, 2017). 

Dentro dessa temática, diversos achados clínicos, patológicos e biológicos são 

utilizados para predizer variáveis como a possibilidade de recorrência da doença ou 

a sobrevida (Piccart-Gebhart et al., 2005). Sabe-se que os fatores prognósticos 

clássicos, como estadiamento tumoral, grau histológico e fatores genéticos, são 

essenciais para decisões sobre os objetivos terapêuticos e escolha de tratamento 

inicial (Krishnan et al., 2013). A combinação desses parâmetros possui grande valor 

clínico, pois é possível classificar os pacientes em categorias de risco (Aydiner; Igci; 

Soran, 2019). 

No entanto, quando se aborda o cuidado de pacientes com cânceres 

avançados, durante a prática clínica percebe-se a necessidade da utilização de 

outras estratégias para melhor atender a demanda do paciente, como a identificação 

de novos marcadores prognósticos ou a criação de novos modelos prognósticos 

precisos e aplicáveis para CM metastático (Hui et al., 2019). 

Um exemplo de biomarcador prognóstico é o receptor tipo 2 do fator de 

crescimento epidérmico humano (HER2), pois sua superexpressão ou amplificação 

de seu gene em tumores de mama e ovário estão relacionadas à redução tanto da 

sobrevivência dos pacientes como do tempo até a recidiva (Slamon; Clark; Wong, 

1987; Gschwind; Fischer; Ullrich, 2004). 
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Fatores como a superexpressão do HER2, dentre outros como envelhecimento 

e aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês Oxigen 

Reactive Species) pelas mitocôndrias, podem contribuir para o desequilíbrio redox 

no sentido pró-oxidativo, também conhecido como estresse oxidativo, que está 

relacionado a danos e modificações estruturais em vários componentes celulares, 

como DNA, lipídios e proteínas (Devi et al., 2014; Hecht et al., 2016). 

Devido ao papel crítico dos mecanismos de estresse oxidativo no tratamento 

do CM e potencialmente de metástases, foi proposto que o estresse oxidativo pode 

ser particularmente importante no prognóstico do câncer e ainda, pode ser 

considerado um fator de risco. No entanto, a literatura epidemiológica nesta área é 

limitada (He et al., 2009; Lee et al., 2017). 

O desequilíbrio redox tem sido associado ao CM e leva a uma redução nos 

níveis séricos de sulfidrilas (também nominado R-SH livre ou tiol) (Mahalingaiah; 

Singh, 2014; Hecht et al., 2016; Gào et al., 2020; Santos et al., 2020; Xing et al., 

2022). Esse grupo funcional desempenha um papel fundamental por sua 

capacidade redutora, atuando como antioxidante (Bourgonje et al., 2021). O R-SH é 

encontrado no aminoácido cisteína e moléculas relacionadas dentro de sistemas 

biológicos, participando de reações bioquímicas ao doar um ou dois elétrons (Nagy; 

Winterbourn, 2010; Turell; Radi; Alvarez, 2013). 

Atualmente, o potencial valor prognóstico do R-SH livre tem sido estudado 

para algumas doenças sabidamente impactadas pelo estresse oxidativo, como por 

exemplo câncer de pulmão e falência renal crônica (Dirican et al., 2016; Sener et al., 

2020; Bourgonje et al., 2021). 

Uma forma de determinar a capacidade antioxidante total em uma amostra de 

sangue é o método conhecido como Poder Antioxidante Redutor Férrico (FRAP, do 

inglês Ferric Reducing Antioxidant Power) (Benzie; Devaki, 2017). Essa abordagem 

é simples e muito sensível (detecta < 2µM de poder redutor/antioxidante) (Zhong; 

Shahidi, 2015). 

A oxidação de uma molécula impacta significativamente sua distribuição de 

densidade eletrônica, modificando assim seu espectro vibracional (Barth, 2007). A 

espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflexão Total 

Atenuada (ATR-FTIR) é uma técnica vibracional relativamente simples capaz de 

detectar mudanças na força de ligação, refletindo efetivamente a composição 

química da amostra analisada, à partir de um pequeno volume da amostra e sem o 



4  

uso de reagentes (Barth, 2007; Fadlelmoula et al., 2022). Nesse sentido, pode 

retratar alterações decorrentes do estresse oxidativo em amostras de sangue de 

pacientes com CM (Figura 1). 

Em síntese, a análise do status redox sistêmico por meio de métodos como 

FRAP e ATR-FTIR com amostras de sangue pode ser importante na pesquisa por 

novas ferramentas menos invasivas para triagem e prognóstico do CM. Além disso, 

a inteligência artificial surge como uma alternativa para o refinamento e melhor 

compreensão e simplificação dos dados obtidos. 

 

Figura 1. Modelo hipotético do estudo. 

 

Legenda: (A) Grupos de estudo: mulheres com câncer de mama, doença benigna da mama e controle 

saudável; (B) Comportamento do gráfico obtido por ATR-FTIR é influenciado por marcadores redox. 

Fonte: autoria própria utilizando a ferramenta BioRender. 
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Objetivos 

 

Objetivo Geral 

Avaliar assinaturas moleculares relacionadas à processos redox em mulheres 

com CM. 

 

Objetivos Específicos 

• Apresentar o estado da arte dos principais tópicos relacionados ao 

estado redox e CM (capítulo 1). 

• Analisar os números de onda do espectro infravermelho obtidos por ATR- 

FTIR e sua correlação com os níveis dos marcadores redox GSH, SOD, 

CAT, FRAP e proteína carbonilada entre mulheres com CM HER2+, CM 

HER2− e DBM (capítulo 2). 

• Investigar se a absorbância relativa aos números de onda espectro 

infravermelho obtido por ATR-FTIR são influenciadas pelos marcadores 

de status redox GSH, SOD, CAT, FRAP e proteína carbonilada entre 

mulheres com CM HER2+, CM HER2− e DBM (capítulo 2). 

• Analisar a quantificação de sulfidrila e sua correlação com o prognóstico e 

status redox de mulheres em diferentes condições de saúde, incluindo 

aquelas com CM metastático em cuidados paliativos, CM não 

metastático, DBM e controle saudável (capítulo 3). 
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I. Capítulo 1: Fundamentação Teórica 
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I.I Aspectos gerais: tumores malignos e benignos de mama 

Diversos elementos estão envolvidos no desenvolvimento do câncer de mama 

(CM), tais como mecanismos genéticos poligênicos, epigenéticos e ambientais 

(Tang et al., 2014; Wagner et al., 2019). Dessa forma, constitui-se como uma 

doença crônica não transmissível que possui grande heterogeneidade, observada 

em todos os níveis, desde macroscópico até molecular (Tang et al., 2014; Wagner 

et al., 2019). 

O processo de carcinogênese ou oncogênese ocorre de forma geral em três 

estágios: iniciação, ocorrendo mutações e alterações epigenéticas relacionadas aos 

genes chamados proto-oncogenes e genes supressores tumorais; promoção, 

havendo ação de agentes oncopromotores sobre a célula alterada; e progressão, 

caracterizada pela proliferação descontrolada e irreversível da célula (You; Jones, 

2012; Brasil, 2017). Adicionalmente, anormalidades numéricas e estruturais nos 

cromossomos são comuns em células cancerígenas, e podem desempenhar um 

papel crítico no seu desenvolvimento (Swierczynski, 2014). 

Segundo a Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC), a qual faz 

parte da Organização Internacional de Saúde (WHO), ocorreram 19,3 milhões de 

novos casos de câncer em todo o mundo em 2020, uma quantidade alarmante 

(Sung et al., 2021). As estimativas apontam que um em cada cinco indivíduos terá 

câncer ao longo da vida (Sung et al., 2021). 

Na população feminina, o CM é a neoplasia mais frequente mundialmente 

(Sung et al., 2021). A incidência nas mulheres brasileiras também é a mais elevada, 

exceto o câncer de pele não melanoma, correspondendo a mais de 30% de todos 

os tumores que atingem a população feminina e mantendo ascendente taxa de 

mortalidade (Brasil, 2023). Na América do Sul, prevê-se um aumento de 30% de 

óbitos relacionados ao CM até 2030, atingindo um total de 54.163 óbitos (Sung et 

al., 2021). 

A glândula mamária é um órgão de origem ectodérmica, cuja estrutura reflete a 

sua função: a produção de leite para a lactação (Bistoni; Farhadi, 2015). Assim, as 

mamas são mais proeminentes nas mulheres após a puberdade e apenas 

rudimentares nos homens (Bazira; Ellis; Mahadevan, 2022). 

A estrutura interna da mama é composta por componentes epiteliais que 

consistem em 15-20 lóbulos, ligados aos ductos conectados ao mamilo (Bistoni; 
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Farhadi, 2015; Bazira; Ellis; Mahadevan, 2022). Esses lóbulos e ductos estão 

localizados e espalhados por todo o tecido fibroso e tecido adiposo que formam a 

mama (Bistoni; Farhadi, 2015). O mamilo é circundado por uma área pigmentada da 

pele, a aréola (Bazira; Ellis; Mahadevan, 2022). 

O formato e o tamanho das mamas dependem de fatores genéticos e 

dietéticos, além da idade, número de gestações e estado pré ou pós menopausa 

(Bistoni; Farhadi, 2015). A maior parte do tecido mamário geralmente está localizada 

em seu quadrante superior externo, onde é mais frequente o diagnóstico de CM e 

da maioria das doenças benignas da mama (DBM) (Bazira; Ellis; Mahadevan, 

2022). 

As DBMs incluem todas as condições não malignas da mama (Miltenburg; 

Speights, 2008). Assim, são o diagnóstico mais comum, compreendendo cerca de 

75% dos resultados de biópsias mamárias (Pearlman; Griffin, 2010; Sherman et al., 

2023). 

As lesões benignas são heterogêneas e é comum uma mesma mulher ter mais 

de uma DBM simultaneamente (Miltenburg; Speights, 2008). Caracterizam-se como 

massas palpáveis ou anormalidades observadas na mamografia e podem ser 

classificadas em três categorias: lesões inflamatórias; tumores e condições 

semelhantes a tumores que não são malignas e não indicam um risco aumentado 

para desenvolvimento subsequente de CM; e distúrbios proliferativos que indicam 

um risco aumentado para CM (Miltenburg; Speights, 2008). Além disso, dentre as 

desordens proliferativas, podem ser subdivididas em sem atipia (risco de CM entre 

1,3-1,9) e com atipia (risco de CM entre 4,1-5,3) (Pearlman; Griffin, 2010). 

As DBMs inflamatórias são basicamente necrose gordurosa, mastite e mastite 

granulomatosa (Miltenburg; Speights, 2008). Dentre as DBMs mais diagnosticadas 

estão os cistos, porém não conferem risco aumentado para CM (Miltenburg; 

Speights, 2008). Outras importantes DBMs são a adenose esclerosante, que possui 

risco duas vezes maior para CM, e as hiperplasias atípicas, as quais são 

consideradas lesões pré-neoplásicas, com risco entre quatro a cinco vezes maior 

para CM (Miltenburg; Speights, 2008). 

Em linhas gerais, considerando os demais múltiplos fatores de risco para a 

ocorrência do CM,  são considerados principais na etiologia do CM: menarca 

precoce (antes dos 12 anos); menopausa tardina (após os 55 anos); nuliparidade; 
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primeira gestação após os 30 anos; uso de alguns anticoncepcionais e 

terapia de reposição hormonal na menopausa; exposição à radiação ionizante; 

consumo de bebidas alcoólicas; dietas hipercalóricas; sedentarismo; e 

predisposição genética por mutações em determinados genes – principalmente por 

dois genes de risco elevado, BRCA1 e BRCA2 (Brasil, 2023). 

Historicamente, houve um grande aumento na incidência de CM nos países 

desenvolvidos após a industrialização (Hanahan, 2014). O desenvolvimento 

econômico e a urbanização foram benéficos em diversos aspectos, porém também 

são acompanhados de maiores índices de obesidade, consumo de alimentos 

processados, sedentarismo e modificações nos padrões reprodutivos (Lukong, 

2017). O posterior aumento da incidência nos países em desenvolvimento, como é 

o caso do Brasil, pode ser de forma semelhante devido aos fatores de risco 

associados às alterações nos hábitos de vida (Hanahan, 2014; Lukong, 2017). 

Nesse contexto, a incidência primária do CM aumenta ano após ano, o que 

aliado aos avanços terapêuticos possibilita que este seja o maior grupo de 

sobreviventes de neoplasias malignas em todo o mundo (Skouroliakou et al., 2018). 

No entanto, as sobreviventes têm risco cerca de duas a cinco vezes maiores de 

recidiva, necessitando de acompanhamento médico (Skouroliakou et al., 2018). 

 

I.II Prognóstico para mulheres com câncer de mama 

O termo prognóstico é derivado do antigo grego e significa saber 

antecipadamente (Neto; Heinemann, 2016). No campo da ciência médica, 

destacam-se os fatores prognósticos, que são achados clínicos, patológicos e 

biológicos do paciente e do tumor que são utilizados para predizer o comportamento 

clínico do paciente, como a possibilidade de recorrência da doença ou a sobrevida 

(Piccart-Gebhart et al., 2005). 

Primeiramente, para a definição do prognóstico do CM recém-diagnosticado é 

necessário investigar o subtipo molecular por meio de exame histopatológico 

(Aydiner; Igci; Soran, 2019). As principais ferramentas utilizadas são a imuno- 

histoquímica (IHQ), os métodos de imunofluorescência (IF) e a hibridização in situ 

fluorescente (FISH) (Aydiner; Igci; Soran, 2019). Busca-se identificar nas amostras 

de biópsias de mama receptores tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano 

(HER2), receptores de estrógeno (ER), receptores de progesterona (PR) e o 
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marcador de proliferação celular Ki-67, características essenciais para a escolha do 

tratamento a ser adotado posteriormente (Aydiner; Igci; Soran, 2019). 

O HER2 é uma proteína transmembrana codificada pelo gene ERBB2, o qual 

está localizado no cromossomo 17q21 (Slamon; Clark; Wong, 1987). A 

superexpressão ou amplificação de seu gene em tumores de mama serve como 

biomarcador de câncer agressivo e com prognóstico desfavorável, o que ocorre em 

cerca de 15-25% dos casos (Stival; Prestes; Mansani, 2014; Li et al., 2015; 

DeSantis et al., 2019). Esse receptor faz parte da família ErbB (proteínas tirosino 

quinases transmembranares que se ligam ao fator de crescimento epidérmico – EGF 

- e outras moléculas semelhantes) (Aydiner; Igci; Soran, 2019). Após a formação de 

homodímeros ou heterodímeros, sua função intracelular de tirosino quinase é 

ativada, levando, em última instância, a proliferação e sobrevivência celular, divisão 

e capacidade de migração (Eroles et al., 2012). O HER2 é um receptor que pode 

desencadear três vias de sinalização principais: Ras/Raf/MAPK, JAK/Stat e 

PI3K/AKT/mTOR, que favorecem a proliferação celular (Eroles et al., 2012). 

A introdução de anticorpos monoclonais humanizados com um alvo específico 

para o HER2 na clínica (trastuzumabe e pertuzumabe), assim como de inibidores de 

tirosina quinase (lapatinibe, tucatinibe) e de anticorpos conjugados a medicamentos 

(ado-trastuzumabe emtansina e trastuzumabe deruxtecano), reduziram o risco de 

recidivas de tumores HER2+ em 50% e melhoraram a sobrevida em mais de 33% 

dos casos (Ferrario et al., 2022). 

O ER é um fator de transcrição nuclear que tem papel na proliferação, 

crescimento e diferenciação das células do epitélio mamário (Aydiner; Igci; Soran, 

2019). Esse biomarcador possui valor prognóstico, sendo o mais importante para 

que ocorra resposta clínica à terapias hormonais (Aydiner; Igci; Soran, 2019). 

O PR é um determinante crítico da função do ER devido ao crosstalk entre 

esses dois bomarcadores (Mohammed et al., 2015; Li et al., 2022). Isso se deve ao 

gene do PR ser regulado positivamente por estrógeno, indicando uma via de ER 

funcional quando expresso (Mohammed et al., 2015; Li et al., 2022). 

O antígeno Ki-67 é o marcador imuno-histoquímico de proliferação celular mais 

utilizado na prática pelos patologistas com valor prognóstico, expresso nas fases 

tardias G1, S e G2/M do ciclo celular (Sahoo et al., 2022). Assim, é de suma 

importância para diferenciar fenótipos menos agressivos, como tumores luminal A 
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no contexto de elevado conteúdo de ER e PR (pois o índice Ki-67 é muito baixo); 

fenótipo luminal B, independente da porcentagem de conteúdo ER/PR (pois o índice 

Ki-67 é acima ou igual à 14%); e quase todos os tumores triplo-negativos de alto 

grau possuem um índice Ki-67 > 50% (Aydiner; Igci; Soran, 2019). 

Os subtipos moleculares do CM são classificados de acordo com a expressão 

dos quatro marcadores: luminal A (ER e/ou PR positivo / HER-2 negativo / baixo Ki- 

67), luminal B (ER e/ou PR positivo / HER2-negativo / elevado Ki-67), HER-2 

positivo luminal B (ER e/ou PR positivo/HER2 superexpresso / qualquer Ki-67), 

HER2-positivo não-luminal (ER e PR ausentes /HER2 superexpresso), e triplo 

negativo (ER e PR ausentes/HER2-negativo) (Goldhirsch et al., 2011; Li et al., 

2015). 

Entretanto, para uma melhor definição do prognóstico do CM, informações 

sobre grau do tumor e, em alguns casos, perfis genômicos são necessárias, além 

dos biomarcadores mencionados acima (Edge; Hortobagyi; Giuliano, 2019). 

Adicionalmente, é importante destacar que o estadiamento clínico é realizado a 

partir dos dados clínicos e exames de imagem antes do início do tratamento e o 

estadiamento patológico somente é possível após dados histopatológicos e 

informações cirúrgicas (Edge; Hortobagyi; Giuliano, 2019). 

O sistema de classificação mais utilizado é baseado no de Bloom e 

Richardson, modificado por Elston e Ellis, o qual avalia a proporção de formação de 

glândulas ou túbulos, grau de pleomorfismo nuclear e atividade mitótica (Elston; 

Ellis, 1991, 1993). Cada um dos 3 fatores recebe uma pontuação de 1 a 3 (Giuliano 

et al., 2017). De acordo com o escore tumoral combinado, o tumor é incluído em 

grau 1 ou bem diferenciado (escore 3 a 5), grau 2 ou diferenciação intermediária 

(escore 6 ou 7) e grau 3 (escore 8 ou 9) ou pouco diferenciado (Giuliano et al., 

2017). Casos de alto grau tendem à recorrência e à metástase precoce, enquanto 

casos de baixo grau geralmente apresentam um desfecho clínico melhor (Giuliano 

et al., 2017). 

Descrito pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC) desde a década de 

1940, o sistema de estadiamento TNM (dimensão do tumor primário [T], extensão 

de disseminação para linfonodos regionais [N], presença ou ausência de metástase 

distante [M]) é uma ferramenta padrão de avaliação prognóstica para pacientes com 

câncer (Edge; Hortobagyi; Giuliano, 2019). 
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De acordo com este sistema, T compreende: TX, tumor primário não pode ser 

avaliado; T0, não há evidências de tumor primário; Tis (DCIS), carcinoma ductal in 

situ; Tis (Paget), doença de Paget do mamilo não associada a carcinoma invasivo 

e/ou carcinoma ductal in situ no parênquima mamário subjacente; T1, tumor ≤ 

20mm em sua maior dimensão; T2, tumor > 20mm mas ≤ 50mm em sua maior 

dimensão; T3, tumor > 50mm em sua maior dimensão; e T4, tumor de qualquer 

tamanho com extensão direta à parede torácica e/ou à pele (nódulos 

macroscópicos) (Giuliano et al., 2017). 

Quanto à letra N: NX; linfonodo regional não pode ser avaliado; N0, linfonodo 

regional não tem metástase; N1, micro metástase ou metástase nos linfonodos 

axilares 1-3, e/ou linfonodos mamários internos clinicamente negativos com 

micrometástases ou macrometástases por biópsia de linfonodo sentinela; N2; 

metástase nos linfonodos axilares 4-9, ou linfonodos mamários internos ipsilaterais 

positivos na ausência de metástases linfonodais axilares; N3, metástase em 10 ou 

mais linfonodos axilares, ou em linfonodos infraclaviculares (axilares nível III), ou 

linfonodos mamários internos ipsilaterais positivos por exames de imagem na 

presença de um ou mais linfonodos axilares positivos de nível I e II, ou em mais de 

3 linfonodos axilares e micrometástases ou macrometástases por biópsia de 

linfonodo sentinela em linfonodos mamários internos ipsilaterais clinicamente 

negativos ou em linfonodos supraclaviculares ipsilaterais (Giuliano et al., 2017). 

A letra M refere-se: M0, sem evidência clínica ou radiográfica de metástases à 

distância; M1, metástases à distância detectadas por meios clínicos e radiográficos 

e/ou metástases histologicamente comprovadas maiores que 0,2mm (Giuliano et al., 

2017). 

Atualmente, o sistema TNM está em sua nona edição, e classifica em 

estadiamentos de I a IV o CM, de acordo com as combinações T, N e M (0: 

carcinoma “in situ”; I: invasão local inicial; II: tumor primário limitado ou invasão 

linfática regional mínima; III: tumor local extenso ou invasão linfática regional 

extensa; IV: tumor localmente avançado ou presença de metástases) (Edge; 

Hortobagyi; Giuliano, 2019). 

No entanto, um estudo que analisou pacientes com CM que tinham metástases 

no momento do diagnóstico inicial (metástase de novo) indicou que os resultados 

sobre taxa de sobrevida obtidos após o seguimento das mulheres por três anos 
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foram muito heterogêneos (Plichta et al., 2023). Usando como base o total de três 

anos, a sobrevida variou entre 73,5% a 5,7% (Plichta et al., 2023). Com isso, os 

pesquisadores afirmam serem necessárias futuras revisões das atuais diretrizes de 

estadiamento do AJCC para CM em estadiamento IV recém-diagnosticado (Plichta 

et al., 2023). 

Portanto, atualmente ainda não existem ferramentas prognósticas acuradas 

específicas para pacientes com CM avançado. O desenvolvimento de tais 

ferramentas depende do estudo aprofundado das características que mantém o 

desenvolvimento tumoral. 

 

I.III Biologia redox e câncer de mama 

Uma reação de oxido-redução, ou reação redox, envolve a transferência de 

elétrons (Walz, 1979). Em sistemas bioquímicos, tais reações consistem na 

remoção de um ou vários elétrons de uma primeira molécula, uma etapa chamada 

oxidação, e uma subseqüente doação desses elétrons para uma segunda molécula, 

uma etapa chamada redução (Walz, 1979). Assim, tanto uma oxidação como uma 

redução ocorrem simultaneamente nas reações redox (Walz, 1979). 

As ROS são extremamente reativas por extraírem um elétron de uma molécula 

próxima para completar seus próprios orbitais, iniciando reações em cadeia (Smith 

et al., 2007). O O2 tem a capacidade de receber um total de quatro elétrons, o que o 

reduz à água (Smith et al., 2007). Quando ele recebe um elétron, o superóxido (O2-•) 

é formado (Smith et al., 2007). Quando o superóxido recebe um elétron, ele é 

reduzido a peróxido de hidrogênio (H2O2) (Smith et al., 2007). O radical hidroxil 

(OH•) é formado no passo posterior de redução de um elétron na sequência (Smith 

et al., 2007). Finalmente, a aceitação do último elétron reduz o radical hidroxil à 

água (H2O) (Smith et al., 2007). 

Estima-se que cerca de 2% do oxigênio consumido na cadeia transportadora 

de elétrons das mitocôndrias é reduzido apenas parcialmente (Gorrini; Harris; Mak, 

2013). Dessa forma, as mitocôndrias são uma importante fonte não enzimática de 

ROS (Gorrini; Harris; Mak, 2013). Os peroxissomos estão envolvidos na eliminação 

e produção de ROS, por meio da enzima catalase e da β-oxidação de ácidos 

graxos, respectivamente (Gorrini; Harris; Mak, 2013). O retículo endoplasmático 

constitui um ambiente oxidante que favorece a formação de ligações dissulfeto e o 
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enovelamento de proteínas, porém aumenta os níveis de ROS pela oxidação de 

proteínas (Gorrini; Harris; Mak, 2013). 

Existem diversas reações enzimáticas que geram ROS, incluindo as que 

envolvem NADPH-oxidase, xantina oxidase, óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), 

enzimas do citocromo P450, lipooxigenase e ciclooxigenase (Gorrini; Harris; Mak, 

2013). 

O equilíbrio em um sistema bioquímico em relação ao seu estado reduzido 

versus o seu estado oxidado denomina-se estado redox (Cairns; Harris; Mak, 2011). 

Em organismos aeróbios saudáveis, existe um balanço entre a produção de ROS e 

defesas antioxidantes (Walz, 1979). Entretanto, o excesso de ROS pode alterar este 

equilíbrio, levando ao processo conhecido como estresse oxidativo (Smith et al., 

2007). 

Portanto, a manutenção do estado redox é crucial para a homeostase celular, 

pois a oxidação excessiva prejudica componentes celulares como lipídios, 

proteínas, ácidos nucleicos e carboidratos (Smith et al., 2007; Gorrini; Harris; Mak, 

2013). 

Os radicais livres atacam principalmente os ácidos graxos poli-insaturados 

(PUFA, do inglês Poly Unsaturated Fatty Acids) das membranas celulares (Nimse; 

Pal, 2015). O dano causado é denominado peroxidação lipídica, que se propaga 

como uma reação em cadeia, atingindo PUFAs próximos (Nimse; Pal, 2015). O 

processo inicia-se com a formação de um radical ácido graxo, que rapidamente 

recebe um oxigênio e torna-se um radical peroxil, o qual é o responsável por 

continuar a reação em cadeia (Nimse; Pal, 2015). 

Além do dano direto aos componentes celulares, o desbalanço na produção de 

ROS está intimamente ligado aos mecanismos básicos necessários para o 

desenvolvimento de muitas doenças humanas, inclusive o câncer (Hecht et al., 

2016; Dada, 2017). Uma ligação entre ROS e transformação celular foi identificada 

pela primeira vez em 1981, quando se descobriu que células tumorais se proliferam 

mais rapidamente sob efeito da insulina, aumentando os níveis de H2O2 intracelular 

(Oberley, 1988). 

As ROS estão envolvidas na proliferação celular, por transativação 

independente de ligante de receptor tirosino kinase e ativação de ERK; na 

promoção da invasão tecidual e disseminação metastática, devido a liberação de 
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metaloproteinases e transição epitélio-mesênquima; além de estarem diretamente 

envolvidas na mutagênese e instabilidade genômica (Fiaschi; Chiarugi, 2012). 

Diversos fatores são conhecidos por induzirem a maior produção de ROS, mas 

a hipóxia é apontada como um dos principais, surgindo de um desequilíbrio entre a 

oferta e o consumo de oxigênio (Gorrini; Harris; Mak, 2013). Sabe-se que a hipóxia 

estimula a produção de ROS pelas mitocôndrias, e essas ROS, por sua vez, ativam 

o fator 1 de transcrição indutível por hipóxia (HIF1) (Bell; Chandel, 2007). O HIF1 é 

um fator de transcrição heterodimérico que promove a angiogênese, a sobrevida, a 

glicólise e a progressão tumoral (Chandel et al., 1998; Semenza, 2011). 

Problemas no enovelamento de proteínas dentro do retículo endoplasmático, 

local de oxidação onde as proteínas nascentes adquirem a correta conformação 

tridimensional, podem desencadear o estresse do retículo endoplasmático e levar 

ao acúmulo de ROS (Kincaid; Cooper, 2007). A liberação de cálcio, induzida por 

este estresse e pela despolarização da membrana interna mitocondrial, também 

pode ocasionar a maior produção de ROS mitocondriais (Bravo et al., 2012). 

Como uma forma de combater o excesso de oxidantes, os antioxidantes são 

moléculas que podem inibir, quelar ou eliminar os radicais livres e outras ROS, 

dessa forma retardando ou inibindo danos celulares (Haida; Hakiman, 2019) 

Uma das formas de categorização dos antioxidantes é baseada em hidrofilia e 

hidrofobia (Nimse; Pal, 2015). Os antioxidantes hidrossolúveis são hidrofílicos e 

encontram-se nos fluidos celulares, como citosol ou matriz extracelular (Nimse; Pal, 

2015). Os antioxidantes lipossolúveis são hidrofóbicos e localizam-se, 

predominantemente, nas membranas celulares e lipoproteínas (Nimse; Pal, 2015). 

Os antioxidantes também podem ser denominados como pequenas ou 

grandes moléculas (Nimse; Pal, 2015). As pequenas moléculas antioxidantes atuam 

limpando todo radical livre (radical scavenging), as quais são vitamina C, vitamina E, 

carotenoides e GSH (Nimse; Pal, 2015). As grandes moléculas antioxidantes são as 

defesas enzimáticas (Nimse; Pal, 2015). 

A dieta é considerada o principal contribuinte externo para a regulação do 

estado redox plasmático (Nazarewicz et al., 2007; Qian et al., 2021). O consumo de 

frutas e hortaliças, por exemplo, traz benefícios associados, principalmente, aos 

antioxidantes presentes nestes alimentos (Finicelli et al., 2022). 

As células possuem um sistema antioxidante com mecanismos enzimáticos e 
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não enzimáticos, que atenuam os danos promovidos pelo estresse oxidativo (Smith 

et al., 2007). Dentre os enzimáticos, que são altamente específicos para um 

substrato, a catálise da dismutação do ânion superóxido em oxigênio e peróxido de 

hidrogênio é realizada pela enzima Superóxido Dismutase (SOD) (Haida; Hakiman, 

2019). O H2O2 é então neutralizado pela enzima Catalase (CAT) e pelo sistema 

glutationa (Haida; Hakiman, 2019). A Glutationa Peroxidase (GPx) é uma enzima 

capaz de reduzir o H2O2 a partir da oxidação da glutationa reduzida (GSH), 

formando glutationa oxidada (GSSG), que pode voltar a ser GSH pela ação da 

enzima Glutationa Redutase (GR) como representado na Figura 2 (Haida; Hakiman, 

2019). 

 

Figura 2. Ciclo de oxido-redução da glutationa (GSH). 

 

 

Legenda: As enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) participam do ciclo 

de oxido- redução da glutationa (GSH). Fonte: autoria própria. 

 

A glutationa redutase (GR) é dependente do dinucleotídeo de flavina e adenina 

(FAD), que transfere elétrons da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 

reduzido (NADPH) para o dissulfeto de glutationa (GSSG), regenerando assim duas 

moléculas de GSH (Ulrich; Jakob, 2019). 

O metabólito NADPH é essencial para muitos processos celulares (Gorrini; 

Harris; Mak, 2013). A sua produção ocorre de três formas: via das pentoses fosfato 

(PPP), que envolve a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH); conversão de 
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piruvato em malato pelas isoformas da enzima málica (ME); conversão do isocitrato 

em α-cetoglutarato pelas isoformas da isocitrato desidrogenase (IDH) (Gorrini; 

Harris; Mak, 2013). 

A enzima SOD pode ser classificada em três grupos, dependendo do seu co- 

fator e sítio de ação: Cobre/Zinco (CuZn)-SOD (SOD1), Manganês (Mn)-SOD 

(SOD2), e extracelular CuZnSOD (EC-SOD ou SOD3) (Galadari et al., 2017). 

Além das defesas antioxidantes enzimáticas, existem também as não- 

enzimáticas, as quais não possuem especificidade (Jomova et al., 2023). Diversas 

moléculas antioxidantes podem ser obtidas pela dieta, tais como vitamina A (retinol), 

vitamina C (ácido ascórbico), vitamina E (tocoferol), ácido úrico, ácido lipóico, 

compostos fenólicos, além de minerais como ferro, cobre, zinco e manganês, que 

atuam como cofatores para diferentes enzimas antioxidantes (Haida; Hakiman, 

2019; Jomova et al., 2023). 

Joseph de Rey-Pailhade foi pioneiro quando em 1888 nomeou como philothion 

o que viria a ser conhecido posteriormente como glutationa reduzida (GSH), a 

molécula antioxidante não enzimática mais abundante nas células (Meister, 1988). 

O nome, derivado das palavras gregas para amor (philos) e enxofre (thion), foi 

escolhido devido sua capacidade de reduzir enxofre para sulfeto de hidrogênio 

(Meister, 1988). O nome glutationa foi escolhido apenas em 1921 por Frederick G. 

Hopkins e em seguida a estrutura completa do tripeptídeo foi descoberta (Meister, 

1988). 

A síntese de GSH acontece a partir da ligação de três aminoácidos (Gorrini; 

Harris; Mak, 2013). Primeiro, ocorre a ligação entre glutamato e cisteína, catalisada 

pela enzima glutamato-cisteína-ligase (GCL), seguida da ligação do aminoácido 

glicina, pela GSH sintetase (GSS) (Gorrini; Harris; Mak, 2013). Enquanto o resíduo 

de cisteína confere à GSH sua reatividade química, a ligação peptídica γ-glutamil e 

a carga líquida negativa tornam a GSH um substrato específico para enzimas 

dependentes de glutationa (Ulrich; Jakob, 2019). 

A GSH é tipicamente caracterizada como o “tampão redox celular”; no entanto, 

Hansen e colaboradores (2009) quantificaram e categorizaram o total de tióis (R-SH 

livres ou sulfidrilas) celulares e mostraram que os tióis proteicos representam um 

conjunto redox ativo maior que o contido na GSH, podendo participar na defesa 

contra o estresse oxidativo. 
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O elemento químico enxofre possui 16 prótons e uma configuração 

eletrônica de 1s2 2s2 2p6 3s2 3p4, permitindo uma ampla faixa de estados de 

oxidação (de – 2 a +6) (Nagy; Winterbourn, 2010). O grupo funcional tiol, onde o 

átomo de enxofre está em seu estado de oxidação mais baixo, está presente no 

aminoácido cisteína (Nagy; Winterbourn, 2010). Devido ao seu baixo estado de 

oxidação, os tióis são nucleófilos muito fortes e suscetíveis à oxidação, 

desempenhando funções fisiológicas importantes como ligar covalentemente 

proteínas e subunidades proteicas, compor sítios redox ativos de enzimas, atuar 

como nucleófilos em proteases e fosfatases, cumprir papel integral na sinalização 

redox e eliminar agentes oxidantes quando faz parte de peptídeos e proteínas 

antioxidantes (Nagy; Winterbourn, 2010). 

Os resíduos de cisteína em proteínas são altamente conservados entre as 

espécies, sugerindo possibilidades regulatórias além dos papéis estruturais e da 

coordenação de íons metálicos (Janssen-Heininger et al., 2008). Além disso, podem 

ser modificados, gerando diferente efeitos na função proteica (Janssen-Heininger et 

al., 2008). Portanto, as cisteínas servem como interruptores moleculares, capazes 

de processar diferentes sinais baseados em respostas redox funcionais distintas 

(Janssen-Heininger et al., 2008). 

O desequilíbrio redox leva a uma redução nos níveis séricos de sulfidrilas 

(Mahalingaiah; Singh, 2014; Hecht et al., 2016; Gào et al., 2020; Santos et al., 2020; 

Xing et al., 2022). Nesse contexto, o potencial valor prognóstico do R-SH livre tem 

sido estudado (Dirican et al., 2016; Sener et al., 2020; Bourgonje et al., 2021). 

Segundo Dirican et al. (2016), os níveis de R-SH livre na corrente sanguínea 

de pacientes com câncer de pulmão sofrem uma redução significativa em 

comparação com controles saudáveis, especialmente em casos avançados. Além 

disso, os pesquisadores observaram uma sobrevida global mediana menor entre 

pacientes com níveis mais baixos de R-SH livre (Dirican et al., 2016). 

Em um estudo de Inoue e colegas (2018), foi demonstrado que a oxidação da 

albumina (oxidação de R-SH livre) desencadeia a NETose, um processo no qual 

neutrófilos produzem estruturas semelhantes a redes conhecidas como armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs). Estas estruturas facilitam a adesão de células 

tumorais circulantes em sítios metastáticos, sinalizando como a redução na 

quantidade de R-SH livre pode estar correlacionada com o início e a perpetuação de 
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processos metastáticos (Inoue et al., 2018). 

Outra modificação pós-traducional que ocorre em proteínas é a carbonilação, 

uma característica marcante de danos oxidativos (Dalle-Donne et al., 2003; Bujok et 

al., 2019; Akagawa, 2021). Tal modificação é a introdução de grupos carbonila, 

como aldeído, cetona e lactama, nas cadeias laterais dos aminoácidos das 

proteínas (Akagawa, 2021). Quando produzida, esta estrutura é quimicamente 

estável, o que facilita sua detecção (Akagawa, 2021). 

A carbonilação de proteínas é irreversível e pode provocar mudanças 

conformacionais na cadeia polipeptídica, frequentemente levando à perda da função 

proteica (Akagawa, 2021). A reação ocorre nas cadeias laterais dos aminoácidos 

das proteínas por meio da oxidação direta por espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e polifenóis oxidados (Stadtman; Levine, 2003; Ishii et al., 2010). Além disso, pode 

ser desencadeada pela modificação covalente de proteínas com subprodutos 

oxidativos de outras moléculas, como lipídios insaturados e açúcares redutores 

(Akagawa, 2021). 

Um método de quantificação do total de antioxidantes em uma amostra é o 

Poder Antioxidante Redutor Férrico (FRAP, do inglês Ferric Reducing Antioxidant 

Power), o qual mede a redução de ferro na presença de antioxidantes da amostra, 

em condições ácidas (pH 3,6) (Benzie; Devaki, 2017; Haida; Hakiman, 2019). O 

valor de FRAP é expresso como mmol de equivalentes de trolox por gramas 

(mmolTE /g) (Benzie; Devaki, 2017). Essa abordagem se baseia na capacidade de 

redução do Fe+3 a Fe+2, que é quelado pelo TPTZ (2,4,6–Tris(2-piridil)-s-triazina) 

para formar o complexo Fe+2-TPTZ, de coloração azul intensa (Haida; Hakiman, 

2019). 

Atualmente, a investigação sobre o metabolismo redox no CM tem 

demonstrado a busca da homeostase redox pelas células neoplásicas e a 

importância de perturbar esta homeostase para o tratamento do câncer (Xing et al., 

2022). Ao longo da progressão tumoral, apenas as células que resistem ao estresse 

oxidativo sobrevivem. Assim, conhecer as estratégias adaptativas do CM para aliviar 

os danos do estresse oxidativo em uma faixa dinâmica é primordial para intervir.
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I.IV Reconfiguração metabólica dos tumores relacionada ao 

estado redox 

As principais vias de sinalização oncogênicas convergem para a adaptação 

das células tumorais, favorecendo sua proliferação e sobrevivência (Cairns; Harris; 

Mak, 2011; Hanahan; Weinberg, 2011). Nesse sentido, são consideradas hallmarks 

do câncer as alterações no metabolismo celular (Cairns; Harris; Mak, 2011; 

Hanahan; Weinberg, 2011). 

Os hallmarks do câncer são um conjunto de propriedades funcionais 

fundamentais que são adquiridas no processo de progressão do tumor, tornando 

possível a existência das células cancerígenas (Hanahan; Weinberg, 2000, 2011). 

O metabolismo celular dos tumores é alterado sob três perspectivas principais: 

geração rápida de ATP para manter o estado de energia; aumento da biossíntese 

de macromoléculas; e manutenção rigorosa do estado redox celular apropriado 

(Cairns; Harris; Mak, 2011). 

As células tumorais tendem a passar pela reprogramação metabólica de 

Warburg, caracterizada pelo aumento da atividade de glicólise aeróbia e pela 

desregulação do metabolismo de lipídeos (Cairns; Harris; Mak, 2011; Fiaschi; 

Chiarugi, 2012). Esse é o fenótipo metabólico melhor descrito observado nos 

tumores (Fiaschi; Chiarugi, 2012). Como resultado, muitas células cancerígenas 

obtêm uma grande quantidade de energia da glicólise aeróbica, convertendo a 

maior parte da glicose em lactato (Cairns; Harris; Mak, 2011; Fiaschi; Chiarugi, 

2012). 

A grande liberação de lactato pelas células tumorais contribui para um 

microambiente com pH ácido, que está associado com maior proliferação de células 

tumorais, sobrevivência, migração, invasão, angiogênese e supressão da resposta 

imune anticâncer (Martel; Guedes; Keating, 2016). 

Entretanto, embora a glicólise aeróbica (o efeito Warburg) seja o fenótipo 

metabólico mais bem documentado, não é uma característica universal de todos os 

tumores (Cairns; Harris; Mak, 2011). Além disso, mesmo nos tumores glicolíticos, a 

fosforilação oxidativa não é completamente interrompida (Cairns; Harris; Mak, 

2011). Aminoácidos, ácidos graxos e até mesmo o lactato têm demonstrado 

funcionar como combustíveis para células tumorais em determinados contextos 

genéticos e microambientais (Cairns; Harris; Mak, 2011). A regulação dessa 
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flexibilidade metabólica é um desafio que exige maiores estudos sobre a 

complexidade do câncer (Cairns; Harris; Mak, 2011). 

Os tumores sólidos geralmente possuem duas subpopulações de células: 

células tumorais hipóxicas e oxigenadas (Martel; Guedes; Keating, 2016). Christofk 

et al. (2008) demonstraram que as células hipóxicas produzem piruvato, precursor 

do lactato. O lactato é exportado e usado por células tumorais oxigenadas presentes 

no microambiente tumoral, sendo reconvertido em piruvato e totalmente oxidado 

através do ciclo do ácido cítrico e da fosforilação oxidativa (Martel; Guedes; Keating, 

2016). A produção de lactato em células tumorais hipóxicas é favorecida devido a 

inativação da enzima piruvato desidrogenase, levando a um desacoplamento entre 

a glicólise e o ciclo do ácido cítrico (Martel; Guedes; Keating, 2016). Dessa forma, 

os tumores são simbiontes metabólicos pelos quais as células tumorais hipóxicas e 

oxigenadas regulam mutuamente o acesso aos metabólitos energéticos (Martel; 

Guedes; Keating, 2016). 

O complexo HIF1 é um fator de transcrição ubiquamente expresso responsável 

por mudanças na expressão gênica durante a resposta a pouco oxigênio (Engin, 

2017; Li et al., 2019). Além de sua estabilização em condições hipóxicas, o HIF1 

também pode ser ativado em condições normóxicas por vias de sinalização 

oncogênicas (Engin, 2017; Li et al., 2019). 

Existem numerosos reguladores, positivos e negativos, que têm um impacto 

significativo na expressão de genes relacionados às defesas antioxidantes (Gorrini; 

Harris; Mak, 2013). Compreender as vias específicas que são afetadas por esses 

controladores é essencial para abordagens sobre como modular os níveis de ROS 

(Gorrini; Harris; Mak, 2013). 

Um importante fator de transcrição nesse contexto chama-se fator 2 

relacionado ao fator nuclear eritróide 2 (Nrf2), amplamente ativado em resposta a 

estímulos redox, que protege contra o estresse oxidativo ao induzir a transcrição de 

genes que expressam elementos envolvidos em processos antioxidantes por meio 

da ligação com um local específico do DNA, o qual é denominado Antioxidant 

Responsive Element (ARE) (Rushmore; Morton; Pickett, 1991). Tem o potencial de 

ser um alvo para intervir em uma variedade de doenças, tais como doenças 

neurodegenerativas, cardiovasculares, pulmonares e inflamatórias crônicas 

(Rushmore; Morton; Pickett, 1991; Singh et al., 2010). 
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Indiscutivelmente, o Nrf2 é o mais importante regulador da expressão de 

moléculas que têm funções antioxidantes dentro da célula (Zhu et al., 2016). Sob 

condições de repouso, esse fator de transcrição é degradado constitutivamente pelo 

complexo de ligase 1 (KEAP1) - Cullina 3 (CUL3)  E3  associada  a  ECH  (Zhu et 

al., 2016). Sob condições de estresse oxidativo, a KEAP1 é oxidada e modificada 

para não se ligar ao Nrf2, levando à sua estabilização e translocação para o núcleo 

(Zhu et al., 2016). Além disso, é o único fator que possibilita a transcrição das 

enzimas responsáveis pela produção de GSH, impulsionando a expressão das duas 

subunidades que compõem o complexo glutamato-cisteína-ligase (GCL) (Zhu et al., 

2016). 

O Nrf2 também induz a expressão do transportador de cistina / glutamato XCT. 

Em troca do glutamato, o XCT importa a cistina, importante na produção de GSH, 

para dentro da célula (Gorrini; Harris; Mak, 2013). Ocorre a redução de cistina à 

cisteína dentro da célula, e dessa forma pode ser encontrada como selenocisteína e 

incorporada nos centros catalíticos ativos de enzimas antioxidantes, como GPx 

(Gorrini; Harris; Mak, 2013). A XCT tem sido implicada como uma enzima chave que 

suporta o desenvolvimento de tumores pois é estabilizada pelo CD44, um antígeno 

associado ao tumor expresso na superfície celular que também é encontrado em 

células com potencial de iniciar tumores (Gorrini; Harris; Mak, 2013). 

Embora conhecidos principalmente como indutores de parada do ciclo celular e 

morte celular, a família de fatores de transcrição FOXO (forkhead box O) e o 

supressor de tumor p53 desempenham um papel importante na prevenção do 

estresse oxidativo por induzirem expressão gênica antioxidante (Gorrini; Harris; 

Mak, 2013). 

O gene da suscetibilidade ao CM 1 (BRCA1) mostrou-se relacionado ao 

controle do estado redox (Gorrini; Harris; Mak, 2013). A modulação in vitro dos 

níveis de BRCA1 controla a expressão de vários genes antioxidantes regulados por 

Nrf2 e reduz o dano ao DNA induzido por H2O2 e a apoptose (Gorrini; Harris; Mak, 

2013). A capacidade do BRCA1 de regular positivamente o Nrf2 tem consequências 

importantes para a sua função de supressão de tumor específica do tecido, e as 

células deficientes em BRCA1 sofrem de elevados níveis de ROS devido a uma 

resposta ineficiente do Nrf2 (Gorrini; Harris; Mak, 2013). 

ROS como H2O2 podem oxidar o resíduo cisteína de proteínas (por 



 23 
 

exemplo, proteínas tirosina fosfatases, proteínas tirosina quinases e proteínas 

quinases C), ativando assim a cascata de quinases à diante (por exemplo, proteínas 

quinase ativadas por mitógeno, MAPKs), atuando como um transdutor de sinal 

(Roberts; Der, 2007; Janssen-Heininger et al., 2008; Kalyanaraman et al., 2018). 

Uma das vias de MAPK mais estudadas é a via de sinalização das quinases 

reguladas por sinalização extracelular 1 e 2 (ERK1/2), a qual quando ativada regula  

sobrevivência, proliferação e metástase do câncer (Roberts; Der, 2007). Mutações 

nos genes que codificam RAS e RAF modulam o desenvolvimento do câncer 

através do eixo RAS- RAF-MEK-ERK quinases (Fortini; Simon; Rubin, 1992; 

Roberts; Der, 2007; Kalyanaraman et al., 2018). 

Adicionalmente, a via de sinalização fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K) é uma 

das mais comumente hiperativadas no câncer (Kalyanaraman et al., 2018). Essa via 

é ativada por mutações em genes supressores de tumor, nos componentes do 

próprio complexo PI3K, por sinalização aberrante de receptores tirosino-quinases ou 

por sinalização desencadeada por H2O2 (Cairns; Harris; Mak, 2011; Kalyanaraman 

et al., 2018). A sua ativação fornece sinais de proliferação e sobrevivência às 

células tumorais (Kalyanaraman et al., 2018). 

O PI3K ativado subsequentemente fosforila o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 

(PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que atua como uma molécula 

sinalizadora para recrutar a quinase-1 dependente de fosfoinositídeo (PDK1) e a 

proteína quinase B ( PKB, também conhecida como Akt1) (Kalyanaraman et al., 

2018). A Akt1 é o efetor mais bem estudado da via, um importante direcionador do 

fenótipo glicolítico tumoral, o qual estimula a geração de ATP e aumenta assim a 

capacidade bioenergética para responder aos sinais de crescimento (Cairns; Harris; 

Mak, 2011). 

A via PI3K/AKT/mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos) é frequentemente 

desregulada durante a tumorigênese, por alterações genéticas e epigenéticas, 

contribuindo para o desenvolvimento e progressão do CM (Sabine et al., 2010). 

O transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 (STAT3) é um importante fator 

de transcrição hiperativado em CM que regula os processos celulares envolvidos na 

proliferação, desenvolvimento, inflamação e sobrevivência celular (Watson; Miller, 

1995; Lee et al., 2019). Em resposta a estímulos extracelulares, como citocinas e 

fatores de crescimento, o STAT3 é recrutado do citosol para seus receptores e 
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ativado por Janus quinases associadas ao receptor (JAKs) (Watson; Miller, 1995). A 

fosforilação no resíduo de tirosina 705 facilita a formação de um dímero STAT3 que 

se transloca para o núcleo e passa a transcrever genes alvo responsáveis pela 

progressão do ciclo celular, como Ciclina D1 e c-Myc, bem como genes envolvidos 

na sobrevivência celular (Hsieh; Cheng; Lin, 2005). Notavelmente, o aumento da 

fosforilação de STAT3Y705 está associado à metástases no CM (Hsieh; Cheng; Lin, 

2005). 

Entretanto, existem dados  convincentes  que  demonstram  que  os  

oxidantes, como H2O2, são moléculas sinalizadoras em ambientes fisiológicos e em 

homeostase, com importantes funções reguladoras que controlam a divisão celular, 

migração, contração e produção de mediadores (Janssen-Heininger et al., 2008; 

Winterbourn; Hampton, 2008). Estas funções fisiológicas são realizadas de maneira 

primorosamente regulada e compartimentada, através de sutis eventos oxidativos 

(Janssen-Heininger et al., 2008; Winterbourn; Hampton, 2008). 

Por fim, a regulação redox no câncer é dependente do contexto e do 

microambiente, podendo sofrer alterações quando as células neoplásicas estão na 

corrente sanguínea, por exemplo. Assim, como essas vias de sinalização são alvos 

de tratamentos antineoplásicos, é importante o desenvolvimento de novas 

abordagens para o monitoramento de resposta ao tratamento e consequente 

prognóstico de mulheres com CM. 

 

I.V Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de 

Fourier 

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) é um 

tipo de espectroscopia vibracional que envolve o estudo da interação da radiação 

infravermelha com a matéria, medindo transições entre níveis de energia molecular 

vibracional como resultado da absorção da radiação infravermelha média (Larkin, 

2011). 

Para que uma molécula absorva a luz infravermelha, seu momento de dipolo 

elétrico deve mudar durante a vibração, tornando-a ativa (Pavia et al., 2010). O eixo 

x dos espectros infravermelhos é normalmente expresso em números de onda (cm- 

1), o inverso do comprimento de onda da radiação infravermelha (ν= 1 /λ) 

(Movasaghi; Rehman; Ur Rehman, 2008; Pavia et al., 2010). 
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Como os níveis de energia vibracional são únicos para cada molécula, os 

espectros de FTIR fornecem uma “impressão digital” de uma amostra específica 

(Larkin, 2011; Mamede et al., 2021). As frequências dessas vibrações moleculares 

dependem das massas dos átomos, de seu arranjo geométrico e da força de suas 

ligações químicas (Larkin, 2011). Além disso, é uma técnica altamente sensível, 

detectando mudanças de até 0,002% na força da ligação (Barth, 2007). 

Os grupos funcionais, quando absorvem a radiação infravermelha, podem 

vibrar de várias maneiras: estiramento, uma mudança no comprimento da ligação; 

dobramento, uma mudança no ângulo da ligação; deformação, conhecidos como 

scissoring, wagging e twisting; ou vibrações combinadas (Stuart, 2004;  Pavia  et  

al., 2010). Adicionalmente, algumas ligações podem esticar ou dobrar em fase 

(alongamento simétrico) ou fora de fase (alongamento assimétrico) (Stuart, 2004). 

Em geral, vibrações de estiramento assimétrico ocorrem em frequências mais altas 

do que vibrações de estiramento simétrico; e vibrações de estiramento ocorrem em 

frequências mais altas do que vibrações de dobramento (Pavia et al., 2010). 

O espectro da região infravermelha é convencionalmente dividido em três 

partes: região do infravermelho próximo, de 13.000 a 4.000 cm-1; região do 

infravermelho médio, de 4.000 a 400 cm-1 (principal região para estudo de 

biomoléculas); e região do infravermelho distante, aproximadamente de 400 a 10 

cm−1 (Stuart, 2004). 

A região do infravermelho médio pode ser dividida em quatro regiões: região 

de estiramento X–H (4.000–2.500 cm–1); região de ligação tripla (2.500–2.000 cm–1); 

região de ligação dupla (2.000–1.500 cm–1); e região de impressão digital 

(1.500– 600 cm–1) (Stuart, 2004). 

Um acessário de Refletância Total Atenuada (ATR) pode ser adicionado ao 

método, passando a ser denominado ATR-FTIR (Larkin, 2011). Essa abordagem 

envolve um cristal com alto índice de refração e excelentes propriedades de 

transmissão de infravermelho (preferencialmente diamante), acoplado de forma que 

o ângulo de incidência seja maior que o ângulo crítico (Larkin, 2011; Clemens et al., 

2014). A amostra é colocada em contato direto com o cristal, que devido a diferença 

de refração induz a reflexão total interna da radiação incidente, a qual é atenuada e 

penetra na amostra como uma onda evanescente (Clemens et al., 2014). Essa onda 

evanescente é então alterada e devolvida ao detector no espectrômetro FTIR, 
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fornecendo um espectro único, que representa o sinal médio da área da amostra 

pela qual a luz passou (Clemens et al., 2014). Assim, o ATR-FTIR é uma ferramenta 

simples, rápida, que demanda pouca quantidade de amostra, permite estudo de 

mudanças bioquímicas em nível molecular, não utiliza reagentes nem precisa de 

preparo de amostra (Clemens et al., 2014). 

Ao longo dos últimos anos, diversos estudos têm empregado o FTIR para 

análise de amostras de CM (Mamede et al., 2021), desde linhagens celulares (Bi et 

al., 2007; Mostaço- Guidolin et al., 2010) até tecido (Tian et al., 2015; Tian; Zhang, 

2015; Lu et al., 2020; Tang; Kurfürstová; Gardner, 2021), sangue (Zelig et al., 2015; 

Depciuch et al., 2016; Elmi et al., 2017; Sitnikova et al., 2020; Kepesidis et al., 2021) 

e saliva (Ferreira et al., 2020). 

Por fim, é importante destacar que os dados vibracionais necessitam de um 

extenso trabalho de pré-processamento, processamento e análise, o que pode ser 

mais demorado do que a aquisição dos próprios dados (Mamede et al., 2021). A 

inteligência artificial surge como uma aliada na análise dos dados gerados por FTIR, 

possibilitando uma rápida organização de padrões que discriminam os grupos de 

amostras estudados (Kourou et al., 2015). Assim, o aprendizado de máquina gera 

automaticamente modelos que podem ser utilizados para classificação ou predição 

dos dados para fins diagnósticos, prognósticos e de monitoramento do CM (Kourou 

et al., 2015). 
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1. Introduction 

Breast cancer (BC) is a highly heterogeneous disease. Studied worldwide, it is still a ma- 

jor public health problem and causes many deaths each year, with 3,025,471 (33.8% increase) 

new cases expected to be diagnosed in 2040 [1]. Molecular subtypes are used to deter- 

mine the prognosis by understanding the disease, which is largely associated with cell 

receptors [2–4]. One of the cell receptors analyzed is the human epidermal growth factor 

receptor 2 (HER2), as its overexpression or amplification of its gene in breast tumors serves 

as a biomarker of aggressive cancer and a poor prognosis, which occurs in around 25% of 

cases [2,4,5]. 

HER2 overexpression can contribute to redox imbalance in the pro-oxidative sense, 

also known as oxidative stress, which is related to damage and structural modification in 

several cellular components, such as DNA, lipids, and proteins [6,7]. Oxidative stress is con- 

sidered an important factor in developing various diseases, including neurodegenerative, 

retinal degenerative, type 2 diabetes, atherosclerosis, pulmonary fibrosis, and cancer [8–12]. 

Reactive oxygen species (ROS) are mainly comprised of neutral molecules (H2O2), 

radicals (hydroxyl radicals), and ions (superoxide), which are produced in greater quantity 

in BC [6,7]. Cells have natural defense systems against ROS that consist of antioxidants, 

molecules that inhibit or completely scavenge the action of ROS and protect organisms 

from oxidative damage [13]. 

Redox reactions are the basis of the energy-delivering processes in living organisms. 

The oxidation of a molecule affects its electronic density distribution, altering its vibrational 

spectrum [14]. The Attenuated Total Reflection-Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) 

is a vibrational spectroscopy technique that is sensitive to even a 0.002% change in bond 

strength, reflecting the chemical composition of a sample [13,14]. Thus, this approach can obtain a “biochemical signature of the tumor”, a critical factor for predicting a patient’s 
response to treatment [15,16]. 

Our study aimed to investigate the infrared spectrum wavenumbers obtained by 

ATR-FTIR and their relationship with the levels of redox status markers GSH, SOD, CAT, 

FRAP, and protein carbonyl among women with HER2+ BC, HER2− BC, and BBD. Our 

hypothesis is that women with HER2+ BC have a worse redox imbalance. To the best of our 

knowledge, this is the first study that has investigated infrared spectrum wavenumbers 

obtained by ATR-FTIR and their relationship to redox status among women with HER2+ 

BC, HER2− BC, and BBD. 

2. Materials and Methods 

2.1. Study Design, Sample Size, and Eligibility Criteria 

This study was conducted at a Clinical Hospital in Uberlandia, MG, Brazil, after 

approval by the Human Research Ethics Committee of the Federal University of Uberlandia 

(protocol 4.047.065), and all subjects provided written informed consent. The entire study 

was developed according to the standards of the Declaration of Helsinki and Resolution 

CNS 466/12. 

Women who went to the Clinical Hospital to undergo breast surgery were invited 

to participate in the study as volunteers. After surgery and histopathological results, the 

tumors, tissues, and lesions found were classified according to histological type, staging, 

and status of estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR) and HER2 receptors. HER2 

overexpression was identified by 3+ immunohistochemistry or FISH test. 

Cases of triple negative BC and cases with suspected or indeterminate cytopathological 

pattern of malignancy were excluded from the study. Figure 1 shows the number of women 

screened and enrolled during the study. 

A posteriori power analysis was carried out using the G*Power software, version 3.1 

(Heinrich-Heine-University Düsseldorf, Germany). The analysis was based on a F-test 

linear multiple regression with an effect size f of 0.35, an alpha level of 0.15, and 1 tested 

predictor. Considering a total of 25 participants, the output parameter showed a power 

of 92% (post hoc: computer achieved power calculation) [17]. 
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Figure 1. Study flowchart. 

2.2. Data and Biological Material Collections 

The data of the study were obtained from interviews and medical records. With the volunteer’s consent, 5 mL of peripheral blood was collected to obtain the 
infrared spectrum by ATR-FTIR and analysis of redox status biomarkers. A vacuum 

collection tube containing separating gel with a clot activator was used on this occasion, 

and the samples were processed as indicated by the manufacturer (KASVI®, São José dos 

Pinhais, PR, Brazil). 

2.3. Infrared Spectrum Evaluation of Serum Samples by ATR-FTIR 

Infrared spectroscopy was conducted with the ATR accessory Cary 630 (Agilent, Santa 

Clara, CA, USA) using MicroLab (Agilent, Santa Clara, CA, USA) software version 5.7, 

an ATR micro component, crystal material in the ATR unit, and a platinum diamond. 

The samples were applied in aluminum pellets (10 µL) and heated to 80 ◦C in a dry 

bath for 3 min. The spectra were analyzed in the wavenumber region from 650 cm−1 

to 4000 cm−1, with a resolution of 4 cm−1. 

2.4. Determination of Serum Redox Status Biomarkers 

For the GSH (U/mg protein) quantification, serum samples were added to metaphos- 

phoric acid (ratio 1:1) and the analysis was conducted as previously reported [18]. 

SOD (U/mg protein) activity analysis was conducted as previously reported [19]. 

CAT (U/mg protein) activity was determined based on monitoring the decomposition 

of H2O2 at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H2O2, 10 mM phosphate buffer 

(pH 7.0), and 10 µL of the sample. The analysis was conducted as previously reported [20]. 

The serological non-enzymatic antioxidant capacity (µmol/L Trolox) was evaluated 
by the FRAP method. The antioxidants present in the samples reduce Fe3+ to Fe2+, which 

is chelated by 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) to form an Fe2+-TPTZ complex, which 

has an intense blue color. The analysis was conducted as previously reported [21]. 

To detect protein carbonyls (nmol/mg ptn) in serum, the samples were incubated 

with 10 mM DNPH in 2.5 N hydrochloric acid (HCl) in the dark for 1 h and then 20% 

trichloroacetic acid (TCA) was added. After two centrifugations at 9000× g for 5 min, the 

pellet was resuspended in 6 M guanidine solubilized in 2.5 N HCl and heated at 37 ◦C 

for 5 min. The product formed was visualized at 370 nm [22]. 

2.5. Statistical Analysis 

Statistical analyzes were conducted using the SPSS Program version 21.0 (IBM, New 

York, NY, USA) and Prism Program version 9.0 (Graphpad, San Diego, CA, USA). The 

values of the second derivative of the infrared spectrum were used for statistical anal- 

yses. Normality tests were performed for the variables using Shapiro-Wilk. The T-test 
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and the ANOVA test were chosen to search for the redox status biomarkers profile. To 

determine whether the presence and concentration of the redox status biomarkers may 

impact the infrared spectrum of sera, statistical analyses using the Generalized Linear 

Models (GLzM) test were performed. Finally, Spearman’s correlation was also performed. 

The 95% confidence interval and p-value < 0.05 were determined for all tests. 

3. Results 

3.1. Characterization of the Study Population 

The study was conducted with 25 women, 17 of whom were diagnosed with BC and 8 

with BBD. 

Table 1 presents the clinical and histopathological characteristics of the study partici- 

pants with BC. Six are HER2+ and 11 HER2−, with a mean age ± standard deviation (SD) 

of 63 ± 4.3 years and 54.18 ± 14.4 years, respectively. Regarding the molecular subtype, 

most women belong to the group with the best prognosis in both cases: luminal B HER2+ 

(66.6%; n = 4) and luminal A (81.8%; n = 9). 

 
Table 1. Clinical and histopathological characteristics of women with breast cancer (n = 17). 

 

Characteristics 
HER2+ 

n (%) 

HER2− 

n (%) 

Age (years) mean (min–max ± SD) 63 (58–71 ± 4.3) 54.18 (29–75 ± 14.4) 

Menopause   

No - 4 (36.3) 

Yes 6 (100) 7 (63.6) 

Tumor Subtype   

Ductal carcinoma 5 (83.3) 9 (81.8) 

Lobular carcinoma 1 (16.6) 2 (18.1) 

Clinical Stage   

I 2 (33.3) 3 (27.2) 

II 1 (16.6) 5 (45.4) 

III 3 (50) 2 (18.1) 

NR - 1 (9) 

Histological Grade   

G1 - 2 (18.1) 

G2 2 (33.3) 9 (81.8) 

G3 4 (66.6) - 

Molecular Subtypes   

ER+ and/or PR+, HER2− and Ki-67 < 14% - 9 (81.8) 

ER+ and/or PR+, HER2− and Ki-67 ≥ 14% - 2 (18.1) 

ER+ and/or PR+, HER2+ 4 (66.6) - 

ER−, PR− and HER2+ 2 (33.3) - 

Surgery   

Radical Mastectomy 1 (16.6) 4 (36.3) 

Conservative Surgery 5 (83.3) 6 (54.5) 

Others - 1 (9) 

HER2+, human epidermal growth factor receptor 2 positive group (n = 6); HER2−, human epidermal growth 

factor receptor 2 negative group (n = 11); 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; Ki-67, Ki-67 antigen; NR, not registered. 

 

The volunteers included in the BBD group (n = 8) were diagnosed with the following 

conditions: ductal ectasia, fibrosis, sclerosing adenosis, ductal hyperplasia, fibroadenoma, 

microcalcification, and giant juvenile fibroadenoma. The average age was 46.88 years, with 

a minimum of 19 and a maximum of 71 (SD = 14.71). 
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3.2. Wavenumbers Absorbance Related to Oxi-Reduction Differ between Groups Studied by ATR-FTIR 

From the averages of the original infrared spectrum of the whole serum from the 

women with HER2+ BC, HER2− BC and BBD, graphs of the second derivative were 

obtained, which are shown in Figure 2. With this approach, the influence of scattering is 

reduced, and there is an information gain. 

 

 
Figure 2.  Graph of the second derivative ATR-FTIR. (A) Infrared spectrum HER2+ vs.  BBD; 

(B) Infrared spectrum HER2+ vs. HER2−; (C) Infrared spectrum BBD vs. BC. 

 

The main wavenumbers detected in the serum, i.e., those with a difference between 

groups, as well as their vibrational modes and their molecular sources, are described in 

Table 2. In the region, 706–710 cm−1 OH (hydroxyl group) out-of-plane bending, CH 

(hydrocarbon chain) out-of-plane bending and NH (amino group) bending (Amide IV) are 

found [22–24]. Wavenumbers 3874 cm−1, 3876 cm−1, 3878 cm−1, 3880 cm−1, 3882 cm−1, 

3887 cm−1, 3889 cm−1 and 3893 cm−1 are part of a region of the infrared spectrum where 

the stretching vibrational bands of OH (hydroxyl group) and NH (amino group) stretchings 

are found [22,25,26]. 
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Table 2. Assignments and comparison between second derivative serological ATR-FTIR spectra of 

women with HER2+ BC (n = 6), HER2− BC (n = 11) and women with BBD (n = 8). 

 

2nd Derivative 

Wavenumber/cm−1 

HER2+ vs. BBD 

P 

HER2+ vs. HER2− 

P 

BC vs. BBD 

P 

Proposed Vibrational 
Molecular Source 

Mode 

 

706–710 

 

0.049 

 

0.250 

 

0.122 

OH out-of-plane bending; 
Hydroxyl group; 

CH out-of-plane bending;  
Amide IV

 
NH bending 

3874 0.042 0.207 0.125  

3876 0.032 0.218 0.122  

3878 0.032 0.219 0.015  

3880 0.048 0.223 0.111 OH stretching; Hydroxyl group; 
NH stretching Amino group 

3882 0.048 0.227 0.115  

3887 0.044 0.247 0.117  

3889 0.045 0.247 0.120  

3893 0.047 0.275 0.122  

Assignments based on different references [23–27]. T-test analysis of the second derivative spectra of women with 

HER2+ BC, HER2− BC and women with BBD. 

 

Considering that differences were observed only between the HER2+ BC and BBD 

spectra, by means of the ROC curve analysis, we searched for a cutoff point so that it is pos- 

sible to discriminate serum samples from individuals with HER2+ BC with high accuracy. 

The only wavenumbers with p-value < 0.05 for the ROC curve were 3874 cm−1, 

3876 cm−1 and 3878 cm−1, which are shown in Figure 3. All three have high sensitivity 

and specificity. 
 

Figure 3. ROC Curve for HER2+ vs. BBD. (A) 3874 cm−1; (B) 3876 cm−1; (C) 3878 cm−1. 

3.3. Differentiation of Sera Based on Redox Status 

Based on the molecular information obtained from the ATR-FTIR spectrum with 

serum samples, we investigated which redox status marker could better distinguish the 

sera, initially between two categories: BC and BBD. In this comparison, GSH (p = 0.024) 

and SOD (p = 0.002) levels were significantly reduced in women with BC (Table 3). 
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Table 3. Profile of redox status markers among women with breast cancer and benign breast disease 

at a university hospital in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil (n = 25). 

 BC (n = 17) BBD (n = 8)  

Markers Mean ± SD 
Median

 Mean ± SD 
Median

 p 

  (p25–p75)  (p25–p75)  

GSH 1.467 ± 0.599 1.335 (1.034–1.763) 2.021 ± 0.354 2.054 (1.831–2.195) 0.024 θ 
SOD 0.207 ± 0.023 0.207 (0.185–0.222) 0.241 ± 0.023 0.230 (0.224–0.261) 0.002 σ 

CATALASE 0.114 ± 0.040 0.113 (0.089–0.136) 0.082 ± 0.032 0.089 (0.057–0.098) 0.068 θ 
FRAP 119.0 ± 37.06 116.0 (86.13–148.5) 126.4 ± 17.08 125.2 (113.4–141.4) 0.597 θ 

CARBONYLPROTEIN 4.681 ± 3.293 4.088 (2.213–5.181) 3.309 ± 0.589 3.380 (2.865–3.650) 0.215 σ 

BC, Breast Cancer; BBD, Benign Breast Disease; GSH, Reduced Glutathione; SOD, Superoxide Dismutase; FRAP, 

Ferric Reducing Antioxidant Power; SD, standard deviation; θ t test and σ Mann Whitney. 

 

Afterwards, redox status markers were profiled among women with HER2+, HER2− 

and BBD (Table 4). The average GSH level was lower in the HER2+ BC group, but with a 

p value = 0.059 (borderline). SOD levels remained higher in the BBD group compared with 

the others (p = 0.010). Post-hoc revealed that the level of SOD contained in serum samples 

from women with HER2− BC was significantly lower than the level for BBD (p = 0.008). 

Table 4. Profile of redox status markers among women with breast cancer HER2+, HER2− and benign 

breast disease at a university hospital in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil (n = 25). 
 

HER2+ (n = 6) HER2− (n = 11) BBD (n = 8) 

Markers 
Mean ± SD 

Median 

(p25–p75) 
Mean ± SD 

Median 

(p25–p75) 
Mean ± SD 

Median 

(p25–p75) 

p 

GSH 1.317 ± 0.353 1.328 (0.998–1.607) 1.548 ± 0.701 1.335 (1.019–2.420) 2.021 ± 0.354 2.054 (1.831–2.195) 0.059 θ 

SOD 0.213 ± 0.021 0.210 (0.197–0.236) 0.203 ± 0.023 0.207 (0.175–0.219) a
 0.241 ± 0.023 0.230 (0.224–0.261) b

 0.010 σ 

CATALASE 0.096 ± 0.031 0.101 (0.065–0.120) 0.122 ± 0.042 0.122 (0.090–0.156) 0.082 ± 0.032 0.089 (0.057–0.098) 0.081 θ 

FRAP 94.59 ± 23.79 a 87.63 (74.07–119.4) 132.3 ± 36.91 b 131.3 (99.79–166.3) 126.4 ± 17.08 125.2 (113.4–141.4) 0.049 θ 

CARBONYL 

PROTEIN 
5.629 ± 4.107 4.641 (3.208–7.322) 4.164 ± 2.844 3.991 (2.030–5.159) 3.309 ± 0.589 3.380 (2.865–3.650) 0.271σ 

HER2+, human epidermal growth factor receptor 2 positive; HER2−, human epidermal growth factor receptor 
2 negative; BBD, Benign Breast Disease; GSH, Reduced Glutathione; SOD, Superoxide Dismutase; FRAP, Ferric 

Reducing Antioxidant Power; SD, standard deviation; θ ANOVA test + Tukey’s multiple comparisons test; 
σ Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparisons test; a and b, horizontal means/medians followed by 
different letters differed statistically according to the post-hoc test at the 5% probability level. 

 

Furthermore, FRAP values were significantly reduced in women with HER2+ BC 

(p = 0.049). Between HER2+ and HER2−, post-hoc presented a p-value (p = 0.045), thus 

being the only redox status marker studied able to differentiate these two groups (Table 4). 

The figures with the individual levels of GSH, SOD and FRAP in each studied group 

are presented in Figure 4. In this format, it is possible to observe the homogeneity of the 

data in each group. 

In order to obtain a cut-off point at which it is possible to discriminate the studied 

groups based on their redox status, the ROC curve analysis was performed. In this step, 

Figure 5 presents the analyzes with p < 0.05. For FRAP a cut-off point of <117 was found to 

discriminate women with HER2+ BC from women with BBD (specificity 75% and sensitivity 

83.33%). Furthermore, this same antioxidant capacity marker also discriminates against 

women with HER2+ BC from those with HER2− BC, with a cut-off point < 97.96 (specificity 

of 81.82% and sensitivity of 66.67%). 

The SOD enzyme level presented a cut-off point <0.2238 from which discriminates the 

HER2− BC group from the BBD group (100% specificity and 90% sensitivity). 
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Figure 4. Redox status biomarkers levels in BC, HER2+, HER2− and BBD women. (A) GSH, SOD 

and FRAP levels in BC and BBD women; (B) GSH, SOD and FRAP levels in HER2+, HER2− and 

BBD women. *, denotes statistical difference between the two highlighted groups. 
 

Figure 5. ROC Curve for HER2+ vs. BBD, HER2+ vs. HER2− and HER2− vs. BBD. (A) FRAP 

differentiates the groups HER2+ and BBD; (B) FRAP differentiates the groups HER2+ and HER2−; 

(C) SOD differentiates the groups HER2− and BBD. 
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3.4. FRAP Strongly Correlates and Affects Results Obtained by ATR-FTIR in Serum Samples from 
Women with HER2+ BC 

Based on the previous results, we proceeded to investigate whether the absorbance 

relative to the wavenumbers in the ATR-FTIR that are different between the HER2+ and 

BBD groups (3874 cm−1, 3876 cm−1, and 3878 cm−1) are influenced by redox status markers 

GSH, SOD, CAT, FRAP, and carbonylated protein. 

Among the redox status markers evaluated, only FRAP impacts the absorbance value 

obtained at wavenumbers 3874 cm−1 (β = −0.038; p < 0.001), 3876 cm−1 (β = −0.059; 

p < 0.001) and 3878 cm−1 (β = −0.066; p < 0.001) of the HER2+ BC infrared spectrum. Re- 

garding the BBD group, the SOD level affected the absorbance value obtained at wavenum- 

bers 3874 cm−1 (β = 13.525; p = 0.034), 3876 cm−1 (β = 18.571; p = 0.001) and 3878 cm−1
 

(β = 24.565; p = 0.042). No markers studied showed influence on the ATR-FTIR infrared 
spectrum obtained from serum samples from women with HER2− or the general BC group. 

To determine whether there is a correlation between the redox status markers and 

the absorbance values of the selected wavenumbers, statistical analyzes were performed. Using Spearman’s correlation, a correlation between FRAP level and the regions of the 
spectrum 3874 cm−1 (r = 0.829; p = 0.042), 3876 cm−1 (r = 0.829; p = 0.042), and 3878 cm−1

 

(r = 0.829; p = 0.042) was found for the HER2+ BC group. 

However, for the BBD group, no such correlations occur for FRAP [3874 cm−1 (r = 0.143; 

p = 0.736), 3876 cm−1 (r = 0.190; p = 0.651) and 3878 cm−1 (r = 0.119; p = 0.779)] or for the 

other redox status markers. 

4. Discussion 

The present study aimed to investigate the infrared spectrum wavenumbers ob- 

tained by ATR-FTIR and their relationship with the levels of redox status markers GSH, 

SOD, CAT, FRAP and protein carbonyl among women with HER2+ BC, HER2− BC, 

and BBD. Our results indicate HER2+ BC cases could be distinguished from HER2− 

BC and BBD cases by their serum’s antioxidant capacity [HER2+ BC vs. HER2− BC 

(AUC = 0.818; specificity = 81.82%; sensitivity = 66.67%); HER2+ BC vs. BBD (AUC = 0.875; 

specificity = 75%; sensitivity = 83.33%)]. Furthermore, the changes in biochemical terms 

that occur in serum as a result of the scarcity of antioxidants, are related to a peculiar 

fingerprint in the infrared spectrum obtained by ATR-FTIR. These results confirm our 

initial hypothesis that a worse redox imbalance occurs in HER2+ BC cases. 

Differences were found between the spectra of HER2+ and BBD serum in the wavenum- 

bers 706–710 cm−1; 3874 cm−1; 3876 cm−1; 3878 cm−1; 3880 cm−1; 3882 cm−1; 3887 cm−1; 

3889 cm−1 and 3893 cm−1, among which three had ROC curve results with p < 0.05 

[3874 cm−1 (AUC = 0.833), 3876 cm−1 (AUC = 0.843) and 3878 cm−1 (AUC = 0.843)]. In 

the serum of HER2+ BC women, the antioxidant capacity is the lowest and impacts the 

absorbance in wavenumbers 3874 cm−1 (β = −0.038; p < 0.001), 3876 cm−1 (β = −0.059; 

p < 0.001) and 3878 cm−1 (β = −0.066; p < 0.001). Meanwhile, in the serum of women 

with BBD, the SOD enzyme level is the highest, which affects the absorbance on the same 

wavenumbers [3874 cm−1 (β = 13.525; p = 0.034), 3876 cm−1 (β = 18.571; p = 0.001) and 

3878 cm−1 (β = 24.565; p = 0.042)], and this characteristic allows us to distinguish them 

from HER2− BC samples (AUC = 0.92). In addition, the antioxidant capacity, obtained 

by the FRAP assay, allowed us to distinguish HER2+ BC samples from the others (AUC 

from HER2+ vs. HER2− = 0.81; AUC from HER2+ vs. BBD = 0.87), and correlated with 

the wavenumbers 3874 cm−1 (r = 0.829; p = 0.042), 3876 cm−1 (r = 0.829; p = 0.042) and 

3878 cm−1 (r = 0.829; p = 0.042). 

A pilot study conducted by Kepesidis and contributors (2021), applying FTIR in combina- 

tion with machine learning for BC detection performed in Saudi Arabia, included 26 women 

with BC and 26 non-symptomatic women. They concluded from the data obtained with 

plasma from the volunteers that their model achieved an average performance of 0.79 in 

terms of area under the curve (AUC) of the receiver operating characteristic (ROC) and 

found a relationship between the size of the effect of the measured fingerprints and the 
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progression of the tumor [28]. The ROC curve analyzes performed in our study showed 

AUC values between 0.81 and 0.92, with high sensitivity and specificity. Despite the 

smaller sample size of our study, the study groups were much more homogeneous, with 

well-defined characteristics and precise diagnoses, thus obtaining representative results. 

Oxidative stress can cause spectral changes due to alterations in intramolecular and 

intermolecular interactions of the biomolecules present in the blood. The redox status 

interferes with the conformation of proteins such as human serum albumin [29]. The region 

of the spectrum called Amide IV (about 620–767 cm−1), in which band 706–710 cm−1 is 

found, is sensitive to protein conformation [24]. In this sense, the difference between the 

absorbances of the HER2+ and BBD groups (Table 2) confirms that there are changes in protein folding in women’s serum with HER2+ BC. 
Elmi and colleagues (2017) evaluated serum from healthy women and women with BC 

using FTIR spectroscopy coupled with principal component and linear discriminate (PCA- 

LDA) analyses. Differences were found between groups in the regions of the spectrum 

referring to sugars, proteins, and lipids. It was highlighted that the infrared spectrum region 

of 3090–3700 cm−1 (NH stretching mainly) was the most relevant criterion to distinguish 

the analyzed groups. The authors said that this fact could be explained by the protein 

changes that occur during BC, but they do not indicate what these changes could be [30]. 

In agreement with other studies, the alterations caused by the more accentuated redox 

imbalance in our HER+ BC serum samples would be due to variations in proteins due to 

oxidation, leading to modifications of the thiol group and possible alteration of the carbonyl 

group [28,31]. 

Currently, to assess the prognosis and predict the therapeutic response of patients 

with BC, knowledge of several pathological parameters is necessary. The combination 

of these parameters brings great clinical value in regard to medicine and nutrition, as 

it is possible to classify patients into many risk categories [32]. Among the 17 women 

with BC who participated in the present study, only two (11.76%) were classified as G1 

(well-differentiated tumor), 11 (64.70%) as G2 (moderately differentiated tumor) and four 

(23.52%) as G3 (poorly differentiated tumor). Analyzing the HER2+ and HER2− groups 

separately, it can be observed that tumors with a higher histological grade are concentrated 

in the HER2+ group (all G3 cases). Poorly differentiated tumors are considered to have a 

poor prognosis because they have a cell phenotype similar to that of stem cells, becoming 

more aggressive and with greater metastatic potential [33]. Thus, considering all the 

histopathological characteristics described in Table 1, the HER2+ BC group is notably the 

one with the worst prognosis among the study groups. 

Based on this information, it is possible to affirm that our results indicate a lower 

serological antioxidant capacity among women with a poor prognosis for BC. However, 

it is not known whether this would be the cause or consequence of this clinical condition. 

Nevertheless, there are studies that associated low antioxidant capacity with increased risk 

of mortality from all causes, including cancer and cardiovascular disease [33–37]. 

It is well known that diet is a key modifiable risk factor for several diseases, including BC. In the present study design, we did not collect data on the volunteers’ diet, but our 
research group previously published a prospective study carried out among women with 

BC undergoing chemotherapy, where we found a decrease in the total antioxidant capacity 

of their diets over the time of treatment and among women that presented post-treatment 

metastasis [38]. 

Chemotherapy drugs, such as doxorubicin, induce cell death by producing ROS [39]. 

Consequently, this leads to the assumption that antioxidants could disrupt the treatment. 

However, more studies need to be conducted in order to establish a value from which the serum’s antioxidant capacity would have a real effect on the non-apoptosis of tumor cells. 

In this sense, the ATR-FTIR and FRAP methods can contribute to the advancement of this 

area of knowledge, providing answers to these questions. 

GSH is considered the most abundant molecule among endogenous antioxidants. It 

can eliminate ROS directly or indirectly, reacting with superoxide radicals and some other 
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ROS, produced by xenobiotic metabolism and inflammatory responses, or revitalizing 

other antioxidants, such as vitamin E [40]. In our study, GSH levels in women with BC 

were lower when compared with women with BBD (Table 3), indicating a low defense 

potential against oxidative damage in the BC group. In addition, a research group pointed 

out that an increase in nitric oxide synthesis occurs as a consequence when GSH levels 

decrease in the body, as there is oxidative activation of the main transcription factor related 

to inflammation, called NFκB, and also an increase in the enzymatic activity of induced 

nitric oxide synthase (iNOS), features that are closely related to oxidative stress [41]. 

The SOD enzyme levels found in the serum of women with BC in general were lower 

when compared with women in the BBD group in this study (Table 3). SOD provides 

cellular defense against the superoxide radical. Early work with SOD in cancer already 

observed a lower level of this enzyme in the types of tumors analyzed [42]. Currently, 

it is known that these low levels of SOD only occur during tumor progression due to 

inactivation by proteins c-jun and p53 [6,43–45]. The scarcity of SOD can lead to an increase 

in ROS and consequently significant accumulation of mutations. 

Indeed, in advanced stages, SOD levels rise in response to the excessive increase 

in ROS and p53 mutation [6,44,45]. In our sample, none of the volunteers with HER2− 

BC have grade 3 tumors and only 18.1% were classified in clinical stage III, while 66.6% 

and 50% of the HER2+ group have these features, respectively (Table 1). This may be 

one of the reasons for the HER2− BC group to present a lower level of SOD than the 

others (Table 4). 

Regarding CAT, it is considered the main antioxidant enzyme, present mainly in 

peroxisomes of mammalian cells [13]. There are studies linking its lower activity to tumor 

metastasis [46–48], while others point to its overexpression in malignant cells, as it combats 

the increase in H2O2 generated in large amounts in cancer cells and thus helps the survival 

of the malignant cells [49,50]. Chromatin remodeling is the main regulatory event of CAT 

expression during the process of acquisition of resistance by malignant cells in BC against 

oxidative stress [51]. Our study did not find different levels of CAT between the groups 

analyzed, but there is a tendency for cases of BC to have a higher average level of this 

enzyme (Table 3). 

Protein carbonylation is a trace generated by oxidative damage and a way to measure its 

extent in body fluids and tissues [52,53]. When produced, the carbonyl groups are chemically 

stable, which facilitates their detection. Physiological levels are low, around 1 nmol/mg 

of protein, but during oxidative stress, its concentration may increase 2 to 8 times [54]. 

According to our results, the average level of carbonyl protein was above 1 nmol/mg of 

protein in the three groups analyzed (Tables 3 and 4). However, even with a greater amount 

in the HER2+ BC group (average = 5.629 nmol/mg of protein), the difference was not 

significant between the groups for this biomarker. 

The prognosis for HER2+ BC has improved over the years with the development 

of specific drugs targeting this receptor, both monoclonal antibodies (trastuzumab and 

pertuzumab), as well as tyrosine kinase inhibitors (lapatinib, tucatinib) and drug-conjugated 

antibodies (ado-trastuzumab emtansine and trastuzumab deruxtecan), which are used in 

combination with chemotherapy or alone in different clinical scenarios [55]. Though, in 

many cases, selective therapeutic pressure leads to more aggressive tumor recurrence, even 

after a long period of treatment efficacy [56]. Thus, it is of paramount importance that more 

research is done to be able to predict and monitor the response to early treatment. 

Although there are studies investigating the use of FTIR for cancer diagnosis [16,57–62], 

this was not the objective of the present study. Here we pioneered combining infrared 

spectrum analyzes and levels of redox status markers in the blood, expanding the frontier 

of scientific knowledge in this area for women with HER2+ BC, HER2− BC, and BBD. We 

emphasize that, as a preliminary study, the results are reliable according to the a posteriori 

sample calculation, although the data presented are still from a small number of women. 

Another possible limitation is that, in addition to cancer, there are other comorbidities in 
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the studied population. However, no differences were found for the values of the redox 

state markers when dichotomized into with and without comorbidities (results not shown). 

For a new approach to be applicable in clinical practice, accuracy is important, but 

it is not enough. Due to this, even though there is development in this area, access is 

still restricted. A wide range of sample types can be tested in the FRAP assay and can be 

performed manually, semi-automatically, or even adapted to run in fully automated mode 

using a program in a biochemical analyzer [63]. Thus, the quantification of the serum’s 
antioxidant capacity can be accessed quickly, cheaply, and safely and inserted in the practice 

of clinical analysis laboratories. 

Studies carried out with BC patients had already reported a lower FRAP level in 

disease samples when compared with healthy ones [34,64], but there is no precedent 

showing HER2+ BC cases to be distinguished from HER2− BC cases by their serum’s 
antioxidant capacity (reducing power). Thus, our preliminary results are of great value to 

the scientific community as they indicate a distinctive feature of these HER2+ molecular 

subtypes, which should be extended to a larger sample population. More studies should 

be conducted with this innovative approach combining the ATR-FTIR technique and the 

evaluation of the redox status of women with BC. 

5. Conclusions 

The present study concludes, among the redox status biomarkers evaluated, that the 

lowest antioxidant capacity is an important characteristic in the serum of women with 

HER2+, distinguishing them from other groups. The changes in biochemical terms that 

occur in serum as a result of the scarcity of antioxidants are related to a unique fingerprint 

in the infrared spectrum obtained by ATR-FTIR. Finally, data regarding the serological 

antioxidant capacity of FRAP and the infrared spectrum by ATR-FTIR will allow us to 

assess biochemical changes that occur before clinical signs, indicating whether changes in 

therapy or interventions are necessary throughout cancer treatment. 
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Highlights: 21 

• Lower free R-SH levels are here explored as natural molecular signatures significantly associated with metastatic BC. 22 
• The findings suggest a potential link between lower free R-SH and the initiation and perpetuation of metastatic 23 

processes in BC. 24 
• The redox cycle of GSH showed no correlation with the lower quantification of free R-SH. 25 

ABSTRACT 26 
 27 

Breast cancer (BC) is a heterogeneous disease in which clinical, pathological, and biological data are used to predict 28 
patient outcomes. Serum sulfhydryl groups (R-SH, free thiols) reflect systemic redox status, and they decrease in the 29 
presence of oxidative stress. This study access the quantification of R-SH using serum samples from patients with 30 
metastatic BC, non-metastatic BC, people with benign breast disease (BBD), and healthy women. The aim is to explore 31 
markers of redox imbalance free R-SH, GSH, GPx and GR in women with BC. The study included 108 women: 20 patients 32 
with metastatic BC undergoing palliative care, 33 recently diagnosed non-metastatic BC cases, 27 with BBD, and 28 33 
healthy controls. Blood samples were collected at a Clinical Hospital, following Ethics Committee approval. Statistical 34 
analyses were conducted at 95% confidence intervals, considering p-value less than 0.05 as indicative of significant. The 35 
quantification of R-SH demonstrated a notable reduction in women with metastatic BC (p = 0.018). Consequently, the 36 
significant association between R-SH levels and advanced metastatic BC has the potential to serve as a readily quantifiable 37 
biomarker for monitoring BC patients, with the prospect of being amenable to therapeutic interventions. To the best of our 38 
knowledge, this is the first study to investigate the relationship between free R-SH and the prognosis, as well as redox 39 
status, in female patients with advanced BC. The results obtained have the potential to make valuable contributions to 40 
clinical practice and represent a significant  advancement in this area of knowledge. 41 
 42 
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 45 
 46 
Introduction 47 
Breast cancer (BC) stands as the second leading cause of death in women worldwide. In South America, a 48 
foreseen 30% increase in BC-related to fatalities is expected by 2030, reaching a total of 54,163 deaths[1]. This 49 
concerning trajectory underscores the critical need to address metastatic BC, which remains the primary source of 50 
morbidity and mortality among patients. This stage of BC is characterized by its incurable nature and represents  51 
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the most advanced phase of the disease[2–4]. Comprehensive care encompasses the management of risk 52 
factors, early disease detection, and palliative care[5]. Clinical, pathological, and biological data play a vital role in 53 
predicting a patient's clinical course, including the likelihood of disease recurrence and overall survival. Prognostic 54 
factors are firmly established as essential determinants in shaping therapeutic goals and treatment choices. 55 
Nevertheless, within the clinical domain, there is a compelling need for additional strategies, including the 56 
exploration of novel prognostic markers and the development of innovative prognostic models[6]. 57 
The pro-oxidative redox imbalance, which has been linked to BC[7,8], leads to a reduction in serum levels of the 58 
sulfhydryl group (free R-SH or thiol). This group plays a pivotal role as a  functional group with antioxidant 59 
properties[9]. R-SH is found in cysteines and related molecules within biological systems, and can participate in 60 
both one- and two-electron reaction mechanisms[10].  61 
Reduced glutathione (GSH) is a tripeptide with antioxidant action, enzymatically produced from three amino acid 62 
residues: glutamate, cysteine, and glycine[11]. The cysteine residue imparts GSH with its chemical reactivity, while 63 
the γ-glutamyl peptide bond and the negative net charge make GSH a specific substrate for glutathione-dependent 64 
enzymes, such as glutathione reductase (GR). GR transfers electrons from NADPH to glutathione disulfide 65 
(GSSG), thereby regenerating two molecules of GSH. The enzyme glutathione peroxidase (GPx) reduces 66 
hydrogen peroxide using the reducing power of GSH, yielding water and GSSG as products[12]. 67 
In this work, we present the quantification of levels of free R-SH, GSH, GPx, and GR in the serum of women with 68 
BC. Therefore, the discovery is applied to the prognosis and redox status monitoring of women in different health 69 
conditions, including those with metastatic BC in palliative care, non-metastatic BC, benign breast disease (BBD) 70 
and healthy control. Our hypothesis postulate that women with metastatic BC exhibit a more severe redox 71 
imbalance. The aim of this research is to explore markers of redox imbalance in women with BC, especially at an 72 
advanced stage. 73 
 74 
Material and Methods 75 
Study Design, Sample Size, and Eligibility Criteria 76 
This study was conducted at a Clinical Hospital in Uberlandia, MG, Brazil, after approval by the Human Research 77 
Ethics Committee of the Federal University of Uberlandia (protocol 4.047.065), and all subjects provided written 78 
informed consent. The entire study was developed according to the standards of the Declaration of Helsinki and 79 
Resolution CNS 466/12. 80 
Women who went to the Clinical Hospital to undergo breast surgery were invited to participate in the study as 81 
volunteers. After surgery and histopathological results, the tumors, tissues, and lesions found were classified 82 
according to histological type, staging, and status of estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR) and 83 
HER2 receptors. 84 
Cases of triple negative BC and cases with suspected or indeterminate cytopathological pattern of malignancy 85 
were excluded from the study. 86 
The healthy control group consists of women with no family history of cancer, who had undergone a breast 87 
ultrasound examination up to one year prior to the blood sample collection, with the examination results classified 88 
as BIRADS 1. Figure 1 shows the number of women screened and enrolled during the study. 89 
A posteriori power analysis was carried out using the G*Power software, version 3.1 (Heinrich-Heine-University 90 
Düsseldorf, Germany). The analysis was based on a F-test linear multiple regression with an effect size f of 0.35, 91 
an alpha level of 0.15, and 1 tested predictor. Considering a total of 108 participants, the output parameter 92 
showed a power of 99% (post hoc: computer achieved power calculation)[13]. 93 
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 94 
Figure 1. Study flowchart. 95 

 96 
Data and Biological Material Collections 97 
The data of the study were obtained from interviews and medical records. With the volunteer’s consent, 5 mL of 98 
peripheral blood was collected to analysis of sulfhydryl. A vacuum collection tube containing separating gel with a 99 
clot activator was used on this occasion, and the samples were processed as indicated by the manufacturer 100 
(KASVI®, São José dos Pinhais, PR, Brazil). 101 
 102 
Quantification of sulfhydryls 103 
Modification of free R-SH group was quantitatively determined using freshly prepared 5,50 -dithiobis- (2-104 
nitrobenzoic acid) (Ellman’s reagent, DTNB) in 50 mM PBS contained 1 mM EDTA, pH = 7.4. When DTNB reacts 105 
with R-SH groups of proteins under mild alkaline conditions (pH 7–8), the 2-nitro-5-thiobenzoate anion gives an 106 
intense yellow color and absorbs at 412 nm. The analysis was conducted as previously reported[14]. 107 
 108 
Quantification of GSH 109 
For the quantification of GSH levels, 150 µL of the sample was added to 150 µL of metaphosphoric acid and then 110 
centrifuged at 7000 xg for 10 min at 4°C. Thirty microliters of the supernatant were withdrawn, to which 185 µL of 111 
100 mM sodium phosphate buffer, pH 8.0, containing 5 mM EDTA, and 15 µL of o-phthalaldehyde (1 mg/ml in 112 
methanol) were added. This mixture was incubated in the dark at room temperature for 15 min, and the 113 
fluorescence was read at 350 nm (excitation) and 420 nm (emission). GSH concentrations were calculated using a 114 
GSH standard curve (0.001-0.1 mM). 115 
 116 
GR activity 117 
The GR activity was determined based on the consumption of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 118 
(NADPH) using oxidized glutathione (GSSG) as a substrate. Plasma samples were mixed with a 200 mmol L-1 119 
sodium phosphate buffer at pH 7.5 containing 6.3 mmol L−1 EDTA to inhibit metal-dependent enzymes, such as 120 
metalloproteases, 10 mmol L−1 oxidized glutathione, and 3 mmol L−1 NADPH. The decay in NADPH 121 
concentration was assessed for 10 minutes at 340 nm. 122 
 123 
GPx activity 124 
The GPx activity was determined based on the reduction of NADPH by GR, which reduces a glutathione disulfide 125 
bridge created by the sample's GPx. Plasma samples were incubated with GPx buffer (100 mmol L−1 potassium 126 
phosphate, pH 7.7, containing 1 mmol L−1 EDTA to deactivate metal-dependent enzymes, such as 127 
metalloproteases), 40 mmol L−1 sodium azide, 100 mmol L−1 GSH diluted in 5% metaphosphoric acid, 4.5 UGR 128 
diluted in GPx buffer, 2 mmol L−1 NADPH diluted in 5% sodium bicarbonate, and 0.5 mmol L−1 tert-butyl. The 129 
decay in NADPH concentration was assessed for 10 minutes at 340 nm. 130 

 131 
Statistical Analysis 132 
Statistical analyzes were conducted using the Prism Program version 9.0 (Graphpad, San Diego, CA, USA). 133 
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Normality tests were performed for the variables using Shapiro-Wilk. The Kruskal-Wallis test was chosen to search 134 
for the sulfhydryl profile. The 95% confidence interval and p-value < 0.05 were determined for all tests. 135 
 136 

 137 
Results 138 

 139 

Characterization of the Study Population 140 

The study was conducted with 108 women: 20 metastatic BC cases in palliative care, 33 non-metastatic BC 141 
cases, 27 with BBD, and 28 healthy controls. Table 1 presents the clinical and histopathological characteristics of 142 
the study participants with BC (n = 53). The average ages of the metastatic and non-metastatic BC groups are 143 
close, being 61.35 ± 12.52 and 57.39 ± 14.56, respectively. Regarding the molecular subtype, most women in both 144 
groups presented the luminal B HER2- subtype, totaling 29 cases (54.7%). 145 

In Table 2, it is evident that most metastases are recurrences (85%, n = 17), occurring subsequent to the BC 146 
diagnosis. The median interval from diagnosis to metastasis in this sample was 1275 days. 147 

Table 1. Clinical and histopathological characteristics of women with breast cancer (n = 53). 148 

Characteristics 
Metastatic BC (n = 20) 

n (%) 
Non-metastatic BC (n = 33) 

n (%) 
Age (years) mean (min-max ± SD) 61.35 (37–86 ± 12.52) 57.39 (33-91 ± 14.56) 

Menopause   
No 3 (15) 11 (33.3) 
Yes 17 (85) 22 (66.7) 

Tumor Subtype   
Ductal carcinoma 15 (75) 25 (75.8) 
Lobular carcinoma 3 (15) 6 (18.2) 

NR 2 (10) 2 (6) 
Clinical Stage   

0 - 2 (6) 
I - 6 (18.2) 
II - 19 (57.6) 
III - 6 (18.2) 
IV 20 (100) - 

Histological Grade   
G1  - 4 (12.1) 
G2  11 (55) 23 (69.7) 
G3  6 (30) 5 (15.2) 
NR 3 (15) 1 (3) 

Molecular Subtypes   
ER+ and/or PR+, HER2− and Ki-67 < 14% 3 (15) 8 (24.2) 
ER+ and/or PR+, HER2− and Ki-67 ≥ 14% 11 (55) 18 (54.7) 

ER+ and/or PR+, HER2+ 2 (10) 4 (12.1) 
ER−, PR− and HER2+ 4 (20) 1 (3) 

NR - 2 (6) 

Surgery   
Radical Mastectomy 7 (35) - 

Conservative Surgery 4 (20) - 
Needle Biopsy - 33 (100) 

No 9 (45) - 
SD, standard deviation; G1, well-differentiated tumor (low grade); G2, moderately differentiated tumor 149 
(intermediate grade); G3, poorly differentiated tumor (high grade); ER, estrogen receptor; PR, progesterone 150 
receptor; −, negative; + positive; HER2+, human epidermal growth factor receptor 2 positive; HER2-, human 151 
epidermal growth factor receptor 2 negative; Ki-67, Ki-67 antigen; NR, not registered. 152 
 153 
 154 
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Table 2. Characteristics regarding metastases in patients from the Metastatic BC group (n = 20). 155 

Metastatic BC 

De novo disease 
n (%) 

Recurrence 
n (%) 

Median days 
(p25–p75) 

3 (15) 17 (85) 1275 (102.3–2789)  

De novo, patients who at the time of diagnosis had metastatic disease; recurrence, patients who at the time of 156 
diagnosis did not have metastatic disease; median, time in days from diagnosis to metastasis. 157 

 158 
The volunteers included in the BBD group (n = 27) were diagnosed with the following conditions: simple adenosis, 159 
sclerosing adenosis, fibrocystic changes, papillomatous changes, epithelial atypia, ductal ectasia, fibroadenoma, 160 
fibrosis, usual ductal hyperplasia, stromal hyperplasia, papillary lesion without atypia, apocrine metaplasia and 161 
intraductal papillomas. The average age was 46.4 years, with a minimum of 18 and a maximum of 70 (SD = 15.5). 162 

The healthy control group (n = 28) consisted of women with an average age of 49.8 (range 33-71 ± 7.2). 163 

 164 

Differentiation of sera based on sulfhydryl quantification 165 

Table 3 displays the sulfhydryl levels detected in the serum samples. Significantly, there was a discernible 166 
difference in the content identified among the various groups (p = 0.018). 167 

Figure 2 graphically illustrates the quantification of sulfhydryl groups, highlighting that women with metastatic BC 168 
exhibited the lowest levels of free R-SH in the serum. Post-hoc analysis reveals that this reduced concentration of 169 
free R-SH was significantly lower than the levels observed in both the non-metastatic BC (p = 0.034) and the BBD 170 
(p = 0.023) groups. 171 

 172 

Table 3. Profile of sulfhydryl among women with metastatic BC, non-metastatic BC, BBD and healthy control at a 173 
university hospital in Minas Gerais, Brazil (n = 108). 174 

Groups Mean ± SD Median 
(p25–p75) 

p 

Metastatic BC 2.166 ± 0.734 1.810 (1.709–2.452) 0.018 
Non-metastatic BC 2.942 ± 0.985 2.751 (2.251–3.782)  

Benign Breast Disease 3.111 ± 1.280 3.058 (2.042–4.035)  
Healthy Control 2.812 ± 0.932 2.740 (1.964–3.510)  

SD, standard deviation; Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparisons test. 175 

 176 
Figure 2. Sulfhydryl levels in metastatic BC, non-metastatic BC, BBD and healthy control women. *, denotes 177 
statistical difference between the two highlighted groups; Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparisons test. 178 
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Investigating factors contributing to the reduced free R-SH levels 179 

In the pursuit of investigating some factors that may contribute to the reduction of free R-SH levels, the 180 
quantitative assessment of the tripeptide reduced glutathione (GSH) and the enzymatic activities of glutathione 181 
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) was undertaken. Both enzymes are components of the 182 
glutathione system and oxidize and reduce GSH, respectively. 183 

Figure 3 and Table 4 present the obtained results. Notably, GSH levels did not vary significantly among the 184 
studied groups. Conversely, GPx levels manifested a discernible decrement in the groups of patients diagnosed 185 
with BC. Specifically, metastatic cases exhibited markedly diminished GPx levels in comparison to the healthy 186 
control group (p < 0.01). Non-metastatic cases similarly demonstrated lower GPx levels than both BBD (p < 0.01) 187 
and healthy control groups (p < 0.01). Thus, the group comprising healthy women showcased the highest GPx 188 
levels, thereby significantly distinguishing itself from the BBD group (p < 0.01). 189 

However, there was a difference in GR levels only between the non-metastatic and healthy control groups (p < 190 
0.01). 191 

 192 
Figure 3. Glutathione system. Quantification of GSH and GR and GPx activity; *, denotes statistical difference 193 
between the two highlighted groups; Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparisons test. 194 

 195 

Table 4. Profile of GSH, GPx and GR among women with metastatic BC, non-metastatic BC, BBD and healthy 196 
control at a university hospital in Minas Gerais, Brazil (n = 108). 197 

Groups 
GSH (p = 0.679 θ) GPx (p < 0.001 θ) GR (p = 0.008 σ) 

Mean ± SD 
Median 

(p25–p75) 
Mean ± SD 

Median 
(p25–p75) 

Mean ± SD 
Median 

(p25–p75) 
Metastatic BC 1.178 ± 0.264 1.103 (0.996–1.395) 0.493 ± 0.185 0.500 (0.313–0.662) 0.207 ± 0.130 0.164 (0.111–0.263) 

Non-Metastatic BC 0.248± 0.459 1.176 (0.951–1.468) 0.462 ± 0.167 0.457 (0.338–0.579) 0.105 ± 0.183 0.137 (0.077–0.181) 
BBD 1.307 ± 0.431 1.181 (0.939–1.637) 0.620 ± 0.187 0.588 (0.457–0.784) 0.149 ± 0.068 0.143 (0.110–0.180) 

Healthy Control 1.310 ± 0.427 1.265 (0.9043–1.599) 0.763 ± 0.117 0.759 (0.662–0.861) 0.213 ± 0.104 0.203 (0.131–0.285) 
SD, standard deviation; θ ANOVA test + Tukey’s multiple comparisons test; σ Kruskal-Wallis test + Dunn’s multiple comparisons test. 198 

 199 

 200 

 201 

 202 
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Discussion 203 
In the present study, we analyzed blood serum samples from women with metastatic BC, non-metastatic BC, 204 
BBD, and healthy control subjects. Quantification of free R-SH revealed significantly lower levels in metastatic BC 205 
patients in comparison to both the non-metastatic BC (p = 0.034) and BBD (p = 0.023) groups. Our goal was to 206 
explore markers of redox imbalance in women with BC. 207 
Hence, the deficiency of free R-SH is significantly linked to advanced metastatic BC, indicating considerable 208 
potential as a readily measurable biomarker for monitoring BC patients. Furthermore, these compounds may be 209 
amenable to therapeutic interventions as many of the reactions it undergoes are reversible[10]. 210 
The nuances of oxidative stress often elude conventional quantification methods. The amino acid cysteine can be 211 
oxidized from 0% to 100%, with nuances existing between these two extremes[15]. In this context, the results 212 
contribute valuable insights to the existing body of knowledge, offering enhanced information for women 213 
undergoing palliative care due to metastatic BC. 214 
Studies quantifying the levels of free R-SH in lung cancer patients have consistently revealed a significant 215 
reduction in comparison to healthy controls within blood samples, especially in advanced cases[16,17]. 216 
Furthermore, the median overall survival was shorter among patients with lower levels of free R-SH[16]. 217 
Numerous studies have established a connection between diminished antioxidant capacity and an increased risk 218 
of mortality, encompassing a wide range of causes, including cancer[18,19]. Although dietary intake represents a 219 
potential source of antioxidants, our current study did not encompass the collection of dietary data from the 220 
participants. Nevertheless, our research group has previously conducted a prospective study involving women 221 
with BC undergoing chemotherapy. In that investigation, we observed a progressive reduction in the overall 222 
antioxidant capacity of their diets throughout the treatment regimen, notably among individuals who subsequently 223 
developed post-treatment metastases[8]. In this way, it is beneficial to acknowledge that the level of free R-SH 224 
may also be influenced by external factors, such as an antioxidant-rich diet or supplementation. Therefore, other 225 
aspects need to be taken into account and discussed to enable the implementation of protocols aiming to utilize R-226 
SH analyses in clinical practice. 227 
Individuals receiving palliative care in advanced stages of BC may manifest cachexia, characterized by a reduction 228 
in skeletal muscle mass. As elucidated by Fearon et al.[20], cancer cachexia represents a multifactorial syndrome 229 
involving continuous loss of skeletal muscle, with or without concurrent loss of adipose tissue, exhibiting limited 230 
reversibility and resulting in a progressive decline in functional capacities. Consequently, this condition leads to 231 
difficulty in maintaining redox balance (R-SH levels). However, analyses performed by subdividing the metastatic 232 
BC group into cachectic and non-cachectic subgroups did not reveal differences in terms of sulfhydryl 233 
quantification (data not shown). 234 
The quantification of GSH did not differ between the groups, even with the enzyme GR activity being lower in the 235 
non-metastatic group compared to the healthy control group. This suggests that an adaptation occurred to 236 
maintain GSH levels. The dependence of GR on FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) and NADPH to reduce GSSG 237 
to GSH could be the reason for the lower activity in non-metastatic patients. The activity of the GPx enzyme was 238 
lower in the blood of BC patients when compared to the BBD and healthy control groups. This may occur due to 239 
the dysregulation of the antioxidant system. 240 
In a previously conducted research, our research group observed an association between low GR activity and high 241 
transcription of IL-1β, IL-6, IL-10, and TNF-α in women with BC [8]. These cytokines are pro-inflammatory, 242 
indicating that women with non-metastatic BC in the present study exhibit a more exacerbated immune response 243 
than women with advanced-stage BC in palliative care. 244 
Human serum albumin (HSA) stands as the most abundant protein in serum, serving as the primary reservoir of 245 
free R-SH groups available for oxidation within the bloodstream, fulfilling an antioxidant role[21]. The interaction 246 
between HSA's R-SH groups and reactive oxygen species (ROS) leads to the formation of oxidized HSA. In a 247 
study by Inoue and colleagues (2018), it was demonstrated that HSA oxidation triggers NETosis, a process in 248 
which neutrophils produce web-like structures known as neutrophil extracellular traps (NETs). Notably, these 249 
NETs were found to facilitate the adhesion of circulating tumor cells, shedding light on how the reduction in free R-250 
SH favors the initiation and perpetuation of metastatic processes[22]. 251 
Nevertheless, while these findings hold promise and offer new insights for BC monitoring, it is imperative to 252 
acknowledge that this research represents just the initial step. Subsequent studies are necessary to validate and 253 
expand upon our results. These studies should aim to establish the optimal threshold of free R-SH for improved 254 
outcomes and investigate whether low levels of R-SH are a causative factor or a consequence of poorer 255 
prognoses. Additionally, it is key to investigate the clinical applicability of the of the findings in a larger patient 256 
cohort. Finally, the free R-SH content emerges as a significant attribute warranting attention in the serum of 257 
women with metastatic BC. These findings affirm our initial hypothesis, indicating a heightened redox imbalance 258 
within the metastatic patient group. 259 

 260 
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Conclusion 261 
In conclusion, this study has explored lower free R-SH levels as natural molecular signatures significantly 262 
associated with metastatic BC. Collectively, our findings present a promising monitoring strategy for individuals with 263 
metastatic BC. 264 
 265 
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Conclusão 
• Foi possível revisar os principais tópicos relacionados ao estado redox e 

CM; 

• A análise dos números de onda do espectro infravermelho obtidos por 

ATR-FTIR e sua correlação com os níveis dos marcadores de status 

redox GSH, SOD, CAT, FRAP e proteína carbonilada entre mulheres com 

CM HER2+, CM HER2− e DBM demonstrou que a menor capacidade 

antioxidante é uma característica importante no soro de mulheres com 

CM HER2+, distinguindo-as dos demais grupos estudados; 

• As alterações em termos bioquímicos que ocorrem no soro de mulheres 

com CM HER2+, como resultado da escassez de antioxidantes, estão 

relacionadas a uma impressão digital única no espectro infravermelho 

obtido por ATR-FTIR; 

• Foi observado um pior desbalanço redox em mulheres com CM HER2+, 

quando comparadas à mulheres com CM HER2- ou DBM. 

• Menores níveis de R-SH livre revelaram-se uma assinatura molecular 

significativamente associada ao CM metastático; 

• Coletivamente, os resultados obtidos nessa tese, apresentam uma 

estratégia promissora para monitoramento, triagem e prognóstico de 

indivíduos com CM. Espera-se que no futuro assinaturas moleculares 

relacionadas à processos redox indiquem a necessidade de modificações 

na terapia ou intervenções ao longo do tratamento do CM. 
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Perspectivas 

• Avaliação nutricional de mulheres com CM em cuidados paliativos, para 

estudo da Capacidade Antioxidante Total da Dieta (CATd) e Índice 

Inflamatório da Dieta. 

• Análise de marcadores inflamatórios na corrente sanguínea, como IL-1β, 

IL-6 e TNF-α, comparando os resultados obtidos nos grupos CM, DBM e 

controle saudável. 

• Quantificação de pontes dissulfeto e sua relação com a quantificação de 

sulfidrila. 

• Comparação de resultados de ATR-FTIR com diferentes amostras (soro, 

saliva e tecido) para o desenvolvimento de um modelo preditivo para 

desbalanço redox. 
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