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RESUMO

Introdugéo: O cancer de mama ¢ o tipo mais diagnosticado globalmente, sendo a mamografia,
0 padrdo ouro para rastreamento, capaz de reduzir a mortalidade em até 40%, embora sua
sensibilidade seja variavel, especialmente em mamas densas. Estudos ressaltam o impacto do
metabolismo lipidico no cancer de mama, considerando-os potenciais biomarcadores para
detecgdo precoce e tratamento personalizado. A espectroscopia por infravermelho (ATR-FTIR)
¢ uma técnica analitica que fornece informagdes sobre a composicdo quimica de amostras,
especialmente em relagdo a sua interagdo com a luz infravermelha. Por meio desta técnica ¢
possivel verificar a composi¢ao quimica e estrutura molecular, que pode ser utilizada para o
desenvolvimento de testes diagndsticos mais precisos € menos invasivos, importantes para
melhorar a acuracia na detec¢do do cancer e reduzir bidpsias desnecessarias, especialmente em
mamas densas. Objetivos: Avaliar as caracteristicas clinicas, hormonais e terap€uticas ¢ a
constituicdo quimica do soro de mulheres com cancer de mama e doenga benigna da mama, a
fim de determinar biomarcadores com potencial valor diagnostico. Material e métodos: Foram
avaliadas um total de 60 pacientes atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia, no periodo compreendido entre 2020 e 2022, que participaram do estudo como
voluntarias. Dentre as quais, 27 tinham doenca benigna da mama (DBM) e 33 tinham cancer
de mama (CM). O espectro foi avaliado do nimero de onda 650 até 4000 cm-1 utilizando o
espectrometro Agilent Cary 600 acoplado ao detector MCT (Mercury cadmium telluride). O
espectro foi obtido em triplicata, com resolu¢ao de 4cm-1, e foram realizados 128 scans para
cada medida. O espectro infravermelho foi analisado apos correcdo da linha de base,
normaliza¢do de minimo e méximo e aplicacdo da segunda derivada. Resultados: Foi possivel
distinguir CM de DBM por meio da diferenca entre os dois grupos detectada no nimero de
onda de 3050 a 2800, espectro de vibragao dos lipidios, utilizando a analise de componentes
principais, seguida do algoritmo support vector machine (PCA-SVM), com acurécia de 80%,
sensibilidade de 88% e especificidade de 70%. Portanto, foi possivel identificar por meio do
infravermelho, moléculas lipidicas capazes de diagnosticar cancer de mama na corrente
sanguinea. Conclusao: A deteccao dos lipidios no soro sanguineo por FTIR ¢ um método pouco
invasivo capaz de diagnosticar, com boa acuracia, cancer de mama em pacientes com alteragdes
mamarias ao exame de imagem. Novos estudos sao necessarios para validar os resultados.

Palavras-chave: cancer de mama, doenga benigna da mama, metabolismo lipidico, métodos

diagnosticos.
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ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the most diagnosed type globally, and mammography stands as
the gold standard for screening, capable of reducing mortality by up to 40%, although its
sensitivity varies, especially in dense breasts. Studies emphasize the impact of lipid metabolism
on breast cancer, considering them potential biomarkers for early detection and personalized
treatment. ATR-FTIR spectroscopy is an analytical technique that provides information about
the chemical composition of samples, especially in relation to their interaction with infrared
light. By means of this technique it is possible to verify the chemical composition and
molecular structure, which can be used to the development of more accurate and less invasive
diagnostic tests, important to improve the accuracy of cancer detection and reduce unnecessary
biopsies, especially in dense breasts. Objectives: To evaluate the clinical, hormonal and
therapeutic characteristics and serum chemistry of women with breast cancer and benign breast
disease in order to determine biomarkers with potential diagnostic value. Materials and
Methods: A total of 60 patients from the Uberlandia Clinical hospital were evaluated in the
period between 2020 and 2022 and participated as volunteers. Among the 60 women, 27 had
benign breast disease (BBD), and 33 had breast cancer (BC). The spectrum was evaluated from
the wavenumber 650 to 4000 cm™ using the Agilent Cary 600 spectrometer coupled with the
MCT detector (Mercury cadmium telluride). The spectrum was obtained in triplicate, with a
resolution of 4 cm™, and 128 scans were performed for each measurement. The infrared
spectrum was analyzed after baseline correction, minimum and maximum normalization, and
second derivative application. Results: Breast cancer (BC) could be distinguished from benign
breast disease (BBD) by detecting differences between the two groups in the wavenumber range
of 3050 to 2800, lipid vibration spectrum, using principal component analysis followed by
support vector machine (PCA-SVM) algorithm, with an accuracy of 80%, sensitivity of 88%,
and specificity of 70%. Therefore, through infrared analysis, we could identify lipid molecules
capable of diagnosing breast cancer in the bloodstream. Conclusion: Detecting lipids in the
blood serum via ATR-FTIR is a minimally invasive method capable of accurately diagnosing
breast cancer in patients presenting with a breast nodule. Further studies are needed to validate

the results found in this study.

Keywords: breast cancer, benign breast disease, lipid metabolism, diagnostic methods.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) ¢é um relevante problema de saude publica ja que atualmente
¢ o cancer mais diagnosticado, com estimativa de 2,3 milhdes de novos casos em 2020 (Sung
et al., 2020). A incidéncia estimada ¢ 48/100.000 mulheres, sendo maior nos paises
desenvolvidos como na Europa e América do Norte que atingem a incidéncia de 70/100.000. A
estimativa no Brasil ¢ de 73.610 novos casos e incidéncia de 41,9/100.000 mulheres por ano
entre os anos 2023 a 2025 (CANCER, 2023; SUNG et al., 2021).

A elevada incidéncia e prevaléncia do cancer de mama justificam o rastreamento
realizado com mamografia, capaz de reduzir a mortalidade pela doenca em até 40%. A
sensibilidade do exame varia entre 54 e 77%. Entretanto, para mamas densas, a sensibilidade
reduz significativamente podendo atingir valores de até 39% (GUTH et al., 2008; THE
SWEDISH ORGANISED SERVICE SCREENING EVALUATION GROUP, 2006). Portanto,
¢ importante que existam exames complementares e pouco invasivos e de boa acuracia que
auxiliem no rastreamento e diagndstico precoce do cancer de mama. A Sociedade Brasileira de
Mastologia e o National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomendam que o
rastreamento mamografico inicie aos 40 anos, seja anual e o término seja individualizado de
acordo com a expectativa de vida de cada paciente. J4 o Ministério da Satde recomenda que no
Brasil o rastreamento inicie aos 50 anos, seja bianual e termine aos 69 anos (NIELSEN;
NARAYAN, 2023; REN et al.,, 2022; SANTOS; DIAS; INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015).

Visando aprimorar o rastreamento, diagnostico, progndstico e tratamento do cancer de
mama, estudos prévios evidenciaram que o metabolismo lipidico tem impacto no
desenvolvimento e progressao tumoral, sendo potenciais biomarcadores para detecc¢ao precoce,
prognostico e tratamento personalizado do carcinoma mamario (CAO et al., 2023; YANG et
al., 2021).

Por meio da espectroscopia por infravermelho por transformada de Fourier com
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) € possivel verificar informagdes sobre a composi¢ao
quimica de amostras, especialmente em relagdo a sua interagdo com a luz infravermelha. Por
meio desta técnica € possivel identificar componentes quimicos, realizar a sua quantificagao,
verificar o estado de ligagdo e estrutura molecular, analisar as intera¢cdes moleculares, realizar
o monitoramento de reagdes quimicas, analisar materiais solidos, liquidos e gases

(SITNIKOVA et al., 2020). Porém, nesta dissertagdo, concentrou-se na analise da regido dos
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lipideos. O estudo das biomoléculas como os lipideos na corrente sanguinea, enfocando a
carcinogénese do cancer de mama, pode ser promissor pois esta relacionado com a proliferacao
celular que ¢ altamente dependente dessas moléculas lipidicas, tanto para a formagdo da
membrana celular, quanto para o armazenamento de energia por meio dos metabdlitos ativos
dos 4cidos graxos. Os lipideos atuam ainda como importantes vias de sinalizacdo para o
desencadeamento da proliferagdo celular, necessaria para o desenvolvimento do cancer
(BABINA et al., 2011; CORN; WINDHAM; RAFAT, 2020; FICHTALI et al., 2020).

Dessa forma, o desenvolvimento de testes diagnosticos pouco invasivos, de baixo
custo, alta acuracia, boa sensibilidade e especificidade, ¢ importante para aumentar a deteccao
do cancer de mama e reduzir o nimero de biopsias desnecessarias, principalmente em situagdes

em que a mamografia apresente baixa sensibilidade, como nas mamas densas.
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2 CONSIDERACOES INICIAIS

A formatacdo desta dissertacdo segue o modelo alternativo do Programa de Pos-
graduacao em Ciéncias da Satide (PPGCSAUDE) da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Neste modelo, o resultado ¢ apresentado no formato de artigo
cientifico.

A dissertagdo foi apresentada de acordo com os seguintes topicos: Fundamentacio
Tedrica, que se refere a uma revisao da literatura dos temas referidos na dissertagao; Objetivos,
em que sdo apresentados os propdsitos do estudo; Resultados, que apresentam o artigo
elaborado e que serd submetido para a revista BMCCancer fator de impacto 4,6; Conclusao,
que resume os principais achados do estudo; Perspectivas, que se refere a novas possibilidades
para estudos futuros na tematica da disserta¢ao; Limita¢oes que se referem aos pontos a serem
melhor avaliados futuramente; Elementos Pos-Textuais, como referéncias, anexos e

apéndices.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Fisiopatologia e doenca benigna da mama

A glandula mamaria ¢ um o6rgao de origem ectodérmica. O inicio do desenvolvimento
mamario ocorre durante o sétimo més de gestacdo através da formagdo da linha mamaria. A
estrutura mamaria interna ¢ composta por lobulos e ductos que se propagam pelo tecido
fibroglandular, em direcdo aos mamilos. As alteragdes do tecido mamario ao longo dos anos
predispdem ao aparecimento de diferentes alteragdes benignas ou malignas da mama
(BAZIRA; ELLIS; MAHADEVAN, 2022).

A doenga benigna da mama ¢ a afec¢do mais comum dentre as doengas mamarias, e
envolve mastalgia e alteragdes fibrocisticas, que acometem mais de 50% das mulheres acima
dos 30 anos, o fibroadenoma ¢ o ndédulo benigno mais comum e acomete 25% de todas as
mulheres (STACHS et al., 2019). Papiloma, que também ¢ um tipo comum de afec¢ao benigna
da mama, estd mais presente em mulheres dos 30 aos 50 anos (AL SARAKBI et al., 2006).
Outras afecgdes como alteragdes fibrocisticas, hiperplasia ductal tipica e atipica, adenose
esclerosante, hiperplasia lobular atipica, atipia epitelial plana sdo achados, frequentemente,
incidentais em bidpsias mamarias. A maioria das afec¢des benignas assintomaticas da mama
nao exigem tratamento especifico, entretanto ¢ importante diferenciar cancer de doenga benigna
da mama (D’ORSI, 2014; MALHERBE; KHAN; FATIMA, 2023; STACHS et al., 2019;
VISSCHER et al., 2014). Algumas alteracdes como hiperplasia ductal atipica, Hiperplasia
lobular atipica, carcinoma lobular in situ aumentam o risco de cancer de mama e podem
requerer profilaxia medicamentosa para reducdo de até 50% do risco (SANTEN; MANSEL,
2005). Atualmente a conduta padrio ¢ realizacdo de bidpsia para lesdes com mais de 3% de
suspeicao para cancer. Apesar da alta acuracia do exame anatomopatoldgico, a biopsia ¢ um
procedimento invasivo (D’ORSI, 2014). Novos métodos diagnodsticos mais simples, rapidos,
baratos, € pouco invasivos sdo essenciais para o aperfeicoamento da investigacao de lesdes
identificadas através de métodos de imagem mamaria (WARD; ANDERSON; SARTORIUS,
2021).
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3.2 Epidemiologia e classificacdo do cincer de mama

O cancer de mama ¢ um problema de satide publica. H4 estimativa de 2,3 milhdes de
novos casos no mundo em 2020, sendo o cancer mais comumente diagnosticado em mulheres
correspondendo a cerca de 24,5% dos canceres femininos. Além disso, a doenga ¢ a principal
causa de morte por cancer entre mulheres no mundo (SUNG et al., 2021; WILKINSON;
GATHANI, 2022).

De acordo com os dados atuais, a maior incidéncia de CM ocorre nos paises com
maiores Indice de Desenvolvimento Humano (IDH), ja que possuem populagdes de maior
média etaria, variando de menos de 30/100.000 na Africa subsaariana a 70/100.000 no oeste
europeu ¢ América do Norte. No Brasil, a incidéncia de 41/100.00 se aproxima da média global
de 48/100.000 mulheres (CANCER, 2023; WILKINSON; GATHANI, 2022).

A mama ¢ constituida principalmente por tecidos glandular e gorduroso, por onde
permeiam os lobulos e ductos mamarios que se direcionam aos mamilos (BISTONI;
FARHADI, 2015; RIVARD; GALARZA-PAEZ; PETERSON, 2024). O CM ¢ uma doenca
cronica, degenerativa, que acorre, predominantemente na unidade ducto lobular terminal. O
Carcinoma ¢ o principal tipo de cancer de mama (FENG et al., 2018). A doenga ¢ heterogénea
em relacdo a sua classificagdo, o que impacta no prognostico e tratamento personalizados para
cada tipo de carcinoma mamario, existe heterogeneidade Inter tumoral, devido a diferenca dos
tumores entre os individuos, e intratumoral, quando dentro de um mesmo tumor ocorre
expressdo diferente de receptores dependendo da area tumoral biopsiada. O tumor pode ser
também heterogéneo ao longo do tempo, ja que a recidiva pode ocorrer com expressao de um
tipo diferente daquele do tumor inicial (FUMAGALLI; BARBERIS, 2021; ZARDAVAS et al.,
2015). Dentre os diferentes tipos histologicos, o mais prevalente ¢ o carcinoma mamario do
tipo ndo especial (SOE), seguido pelo carcinoma lobular. Quanto a classificagdo molecular, o
CM pode ser subdividido em luminal A, luminal B, HER 2, triplo negativo e luminal B com
HER ou luminal hibrido, conforme a figura 1. A classificacao depende do indice de proliferagao
celular (Ki67) e da positividade de receptores de estrogénio, progesterona e receptor de fator
tipo 2 de crescimento epidérmico humano (HER 2), e estd intimamente relacionada ao
prognostico e tratamento adequado do CM (GOBBI, 2012). Essa classificacao ¢ determinada

pela realizacao do teste imuno histoquimico, ou por definicao do perfil de expressao génica dos
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receptores, realizada pelo teste genético PAMS0, Prosigna® que subdividem os tumores em
luminais A e B, HER ou basal, sendo capazes de predizer prognostico. Os tumores luminais A,
por exemplo, apresentam melhor progndstico que os outros trés subtipos mais agressivos, ja o
triplo negativo, atualmente ¢ o tipo molecular de pior prognostico (PRAT et al., 2012;

WALLDEN et al., 2015).

Figura 1. Classificacio molecular do cincer de mama

RE/RP + ; Luminais
HER 2 -
RE/RP -
HER 2
HER 2 + ‘
RE/RP/HER2— Ny Triplo
negativo
RE receptor de estrogénico L inal
RP receptor de progestell'ona RE/RP/H ER2 + ‘ L{ml.na
HER 2 receptor de fator de hibrido

cescimento epidérmico humano

‘HER 2

MW
DNA
AY

4

Fonte: elaborado pelo autor.

O impacto no prognostico ocorre ndo somente pela classificacdo quanto aos tipos
histologico e molecular, mas principalmente pelo estadiamento em que a paciente estd no
momento do diagndstico. O NCCN demonstra o estadiamento do cancer de mama de acordo
com o American Joint Committe on Cancer (AJCC). Em 2018 foi introduzido, além do
estadiamento clinico, o estadiamento prognostico, que também considera a classificacdo
molecular e grau tumoral, sendo capaz de predizer com maior efetividade o prognostico de cada
paciente, e pode ser verificado no guideline para cancer de mama do NCCN (ZHU; DOGAN,
2021). Na tabela 1 estd descrito um resumo do estadiamento anatomico do CM segundo a

AJCC.
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Tabela 1. Estadiamento anatomico do cincer de mama segundo AJCC, adaptado

Estagio Tamanho tumoral Linfonodo axilar Metastase
0 Tis NO MO
14 T1 NO MO
IB TOou T1 Nlmi MO
114 TOou T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 NI MO
T1 N2 MO
1114 TO, T1, T2 ou T3 N2 MO
T3 NI MO
11IB T4 NO, N1 OU N2 MO
1ic T0, T1, T2, T3 0uT4 N3 MO
4 TO, T1, T2, T30uT4 NO, N1, N2 ou N3 M1

Tis tumor in situ, TO tumor oculto, T1 tumor <2cm, T2 tumor >2cm e <5cm, T3 tumor > 5cm

NO sem linfonodos regionais palpaveis, N1 linfonodo axilar palpavel e movel, N2 linfonodo
axilar palpavel, aderido ou coalescente, ou linfonodo apenas na mamdaria interna, N3
linfonodos palpaveis nas fossas supra e/ou infraclaviculares, ou linfonodo da mamaria
interna associado a linfonodo axilar comprometidos.

MO Auséncia de metastase a distancia, M1 presen¢a de metdstase a distancia

Existem diversos fatores de risco para o desenvolvimento do CM, alguns fatores nao
sao modificaveis, como idade avangada, menopausa tardia, menarca precoce, mamas densas,
dentre outros (HO et al., 2020). Apds a menopausa, ter mamas densas aumenta o risco de cancer
de mama em 2,11 vezes, além de dificultar a visualizagdo de lesdes no rastreamento
mamografico (BODEWES et al., 2022; LONGO, 2019). Entretanto, dentre os fatores de risco
modificaveis, destaca-se a obesidade na pos menopausa, condi¢do que aumenta os marcadores
inflamatoérios, € a producao de estrona, sendo este um hormoénio produzido nos adipdcitos
através da conversdo periférica de testosterona pela enzima aromatase. Tanto o estado
inflamatorio quanto os hormonios produzidos em mulheres obesas, estimulam o
desenvolvimento de células cancerigenas no tecido mamario (DEVERICKS et al., 2022; ZUO

etal., 2021)..
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Por se tratar de doenga de alta incidéncia, seu rastreamento ¢ justificavel. O exame
padrdo ouro para o rastreamento do CM ¢ a mamografia, capaz de reduzir a mortalidade em até
40%. Apesar da reducao de mortalidade, o método tem limitagdes como exposi¢do do paciente
a radiacao e, principalmente, baixa sensibilidade em mamas densas, que pode atingir taxas de
até 39% (LONGO, 2019; NIELSEN; NARAY AN, 2023). A tomossintese, mamografia em 3D,
tem sido estudada como método capaz de melhorar a sensibilidade do rastreamento do CM,
principalmente em pacientes com mamas densas, entretanto tem a desvantagem de aumentar a
exposicao a radiacao e o custo quando comparada a mamografia. Novos biomarcadores sao
uma possibilidade de maior acuracia diagnostica e maior sensibilidade no rastreamento do
cancer de mama (COMSTOCK et al., 2020; ZHU et al., 2022; ZUBOR et al., 2019).

O diagnostico precoce, através do rastreamento adequado, ¢ importante no aumento das
chances de cura. Atualmente, no momento do diagnodstico, 90% das pacientes ndo sdo
metastaticas, e nesse momento, o tratamento tem o objetivo de erradicar o tumor e prevenir
recorréncias. O tipo e a ordem do tratamento empregado variam de acordo com o estadiamento,
subtipo histoldgico e molecular e escolha do paciente. A cirurgia para o cancer de mama nem
sempre € a primeira etapa no tratamento. Para tumores triplo negativos ou HER, mesmo iniciais,
a quimioterapia neoadjuvante demonstrou ser a melhor escolha para iniciar o tratamento. A
resposta ao tratamento ¢ heterogénea, varia de acordo com o tipo histologico e molecular,
expressdo de receptores tumorais, indice de proliferagdo celular e pode ser influenciada por
fatores externos, como por exemplo, a obesidade. Pacientes obesas apresentam menores tempo
livre de doenca e sobrevida global quando comparadas a pacientes de peso normal. Nas
mulheres obesas a quimioterapia e endocrinoterapia sdo menos efetivas e hd maior risco de
recorréncia local quando comparadas a mulheres ndo obesas (HARBECK; GNANT, 2017; LEE
et al., 2019; WAKS; WINER, 2019).

3.3 Lipideos: conceito e metabolismo

O termo lipidoma, que se refere ao conjunto de espécies lipidicos presentes nos
organismos, surgiu em publica¢des no inicio do século XXI, quando o avango tecnologico
possibilitou o estudo mais aprofundado dos lipidios e de seu metabolismo nas células ou tecidos
biologicos (KISHIMOTO et al., 2001; YAN; ZHAO; ZENG, 2018). A partir de entdo, a
disfungdo do metabolismo lipidico foi associada a patogénese de varias doencas (WENK,

2005).
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Os lipideos sdo moléculas organicas que desempenham fungdes cruciais no ciclo
celular, sendo divididos em diferentes grupos como 4acidos graxos, glicerolipedes,
glicerofosfolipedes, esfingolipedes, dentre outros (FAHY et al., 2009). Os acidos graxos sao
obtidos por sintese enddgena no figado, adipdcitos e tecido mamario durante a lactagao ou
consumo exogeno pela ingestdo de acidos graxos. O metabolismo lipidico estd envolvido no
mecanismo de algumas doengas como cancer, diabetes, doengas infecciosas e
neurodegenerativas (WENK, 2005; ZIPINOTTI DOS SANTOS et al., 2023). A maioria dos
tumores so6lidos apresenta alteragao do metabolismo lipidico. Os lipideos sdo responsaveis pela
estrutura, armazenamento de energia e diversos processos celulares envolvidos na proliferacao
e apoptose celular, mecanismos importantes na carcinogénese. A membrana celular ¢
constituida basicamente de lipideos, a oxidagdo de acidos graxos gera metabolitos envolvidos
no armazenamento de energia necessaria para a proliferacdo celular e protege a célula
cancerigena da apoptose através do aumento de lipideos da membrana mitocondrial (LI et al.,
2022; YANG et al., 2015).

A autofagia ¢ um processo que regula a homeostase celular, sendo uma via de
degradacao lipossomal, responsavel pela autodigestdo de organelas celulares danificadas.
Disfuncdes na autofagia celular tem sido relacionadas a doencas humanas como o cancer
(KOCAK et al., [s.d.]; ZUO; CHEN; SA, 2023). Estudos recentes demonstram que a formagao
de endo fagossomos ¢ altamente dependente de lipideos, que estdo diretamente relacionados ao
processo de autofagocitose na célula tumoral (ALIZADEH et al.,, 2023). Outro aspecto
relevante da participagao dos lipideos no desenvolvimento da célula cancerigena ¢ a atuagao
como vias de sinalizagdo celular responsaveis por desencadear proliferacdo ou inibir apoptose
do tumor. Algumas vias de sinalizagao lipidicas j& foram bem estudadas e sdo alvo de terapias
para o cancer de mama, como a via fosfatidilinositol 3 kinase (PI3K/AKT/mTOR), que regula
o ciclo celular estimulando a proliferagdo e inibindo a apoptose das células cancerigenas,

conforme demonstrado na figura 2(BASELGA et al., 2012; GLAVIANO et al., 2023).
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Figura 2. Via de sinalizacao lipidica
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3.4 Lipideos e doencas da mama

Os lipideos desempenham importante papel na ocorréncia e desenvolvimento do
cancer de mama, ja que regulam o metabolismo celular e transmitem sinais de comunicacao
intra e intercelulares. (GUO et al., 2020). Durante o crescimento tumoral, a utilizagdo de
lipideos ¢ frequentemente influenciada pela interacdo complexa entre o ambiente tumoral € o
estroma adjacente. A mama ¢ um 6rgdo rico em tecido gorduroso, o que influenciou o
desenvolvimento de diferentes estudos abordando as alteragdes do metabolismo lipidico no
cancer de mama (CORN; WINDHAM; RAFAT, 2020). Os lipideos estdo envolvidos em
diferentes fases do ciclo celular, demonstradas na figura 3, e alteragdes em seu metabolismo,
como a oxidagdo de 4cidos graxos e a sintese lipidica de novo podem favorecer resisténcia
tumoral a drogas ou até mesmo a radioterapia, além de participar no desenvolvimento da cascata

metastatica (CORN; WINDHAM; RAFAT, 2020).
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Figura 3. Metabolismo lipidico na carcinogénese
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O cancer de mama esta fortemente ligado ao metabolismo dos acidos graxos devido a
presenca de grande quantidade de adipocitos no tecido mamario (TANG et al., 2022). As
anormalidades no metabolismo lipidico das células mamarias cancerigenas sao decorrentes do
processo de carcinogénese em que estdo alteradas a velocidade de proliferagdo celular e os
processos de apoptose e autofagia. Essas alteracdes lipidicas podem ser detectadas através da
analise do soro ou plasma sanguineos. Recentemente, alguns estudos, utilizando espectrometria
de massa, detectaram espécies especificas de lipidios no plasma sanguineo, como
lisofosfatidilcolina, fosfatidilcolina, éster de colesterol e fosfatidilinositol, capazes de detectar
cancer de mama, em comparagao a doengas benignas da mama (CHEN et al., 2016; YANG et
al., 2015). Analises do soro sanguineo por espectroscopia de massa, detectaram alteragdo na
quantidade de acidos graxos saturados e insaturados circulantes C14:0, C16:0, C18:0, C18:3 e
C20:5 , sendo possiveis biomarcadores para diagnostico do cancer de mama (LV; YANG, 2012;
ZHANG et al., 2014).A deteccdo de moléculas lipidicas na corrente sanguinea pode ser
realizada através da analise de espectroscopia por ATR-FTIR, que ¢ um exame rapido, de baixo
custo, que nao necessita reagentes e ndo ¢ examinador dependente. O ATR-FTIR possibilita a
avaliacdo do soro por técnica analitica para caracterizagdo dos complexos proteico lipidicos a
partir de suas composigdes estruturais, sendo possivel diagnosticar, rastrear e avaliar
prognoéstico de doencas como o cancer de mama (BOBROFF et al., 2016; CAO et al., 2023;
DERENNE; VANDERSLEYEN; GOORMAGHTIGH, 2014; YANG et al., 2021).



27

O diagnostico do CM através da corrente sanguinea tem sido amplamente estudado, e
designado como biopsia liquida. O diagnoéstico preciso de malignidade ¢ melhor estabelecido
quando se compara o tipo de alteragdo lipidica na corrente sanguinea causada por diferentes
doengas, diferenciando dessa forma, cancer de mama de doenca benigna como fibroadenoma,
papiloma, lesdes proliferativas ductais e lobulares (CHEN et al., 2016; YANG et al., 2015).

O desenvolvimento de novos biomarcadores capazes de diagnosticar cancer de mama
na corrente sanguinea, e principalmente, capazes de diferenciar nodulos de mama benigno de
malignos sdo a promessa de um melhor entendimento das alteragdes mamarias que
frequentemente sdo duvidosas quando identificadas no método de imagem, ora exigindo
acompanhamentos semestrais, longos, de até 3 anos e ora exigindo exames invasivos como a

biopsia mamaria (D’ORSI, 2014; YANG et al., 2015).

3.5 ATR-FTIR no diagnostico do cincer de mama

A espectroscopia por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (ATR-
FTIR) avalia a composicao quimica de amostras liquidas, como o sangue, solidas e gasosas,
através da quantificacdo da absorbancia de cada substancia em relacdo a sua interacdo com a
luz infravermelha. Por meio desta técnica € possivel identificar componentes quimicos, analisar
o padrao vibracional das moléculas, verificar o estado de ligagdo e estrutura molecular, analisar
as interagcdes moleculares e realizar o monitoramento de reagdes quimicas (BERTHOMIEU;
HIENERWADEL, 2009).

E possivel identificar lipideos por ATR-FTIR de forma rapida, barata, custo efetiva e
que ndo requer reagente para gerar perfis metabolicos das biomoléculas. A técnica possibilita
analise de soro sanguineo, sendo a coleta de sangue, diferente da biopsia de tecidos, um método
minimamente invasivo. Dessa forma, o ATR-FTIR se torna util no estudo do processo de
carcinogénese do cancer de mama. (FERGUSON et al., 2022).

Existem muitas maneiras de se aplicar a espectroscopia por infravermelho associada a
técnicas analiticas como a analise multivariada, como a analise de componentes principais
(PCA), ou aprendizado de maquina como o Support vector machine (SVM) (FERGUSON et
al., 2022). O SVM distingue com boa acuracia resultados falso negativos de falso positivos. Os
algoritmos de aprendizado de maquina possibilitam detectar o balango correto entre
sensibilidade e especificidade, avaliando a acuracia do teste (VEROPOULOS; CAMPBELL;
CRISTIANINI, 1999).
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Estes avancos de inteligéncia artificial aplicados a espectroscopia ATR-FTIR
possibilitam o desenvolvimento de testes diagnosticos para diversas doengas, incluindo o
cancer de mama, de forma rapida, barata e minimamente invasiva pela deteccao dos diferentes

perfis metabodlicos das biomoléculas (FERGUSON et al., 2022).

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas clinicas, hormonais ¢ a constituigdo quimica do soro de
mulheres com cancer de mama e doenca benigna da mama, a fim de determinar biomarcadores

com potencial valor diagndstico.

4.2 Objetivos especificos

Descrever as caracteristicas clinicas das mulheres com CM e DBM, e especificar o tipo
histolégico e molecular das lesdes encontradas.

Mensurar grupos funcionais dos constituintes sorologicos a partir da Espectroscopia de
Reflectancia total atenuada associada a Infravermelho com Transformada de Fourier (ATR-
FTIR), enfocando a regido de lipidios. objetivando diferenciar cdncer de mama e doenca
benigna da mama.

Avaliar a acurécia diagnostica, por meio de inteligéncia artificial, para cancer de mama na
regido espectral dos lipideos para diferenciar cancer de mama de doenga benigna da mama.
Obter subsidios para o desenvolvimento de uma técnica de baixo custo e risco € com maior

agilidade e efetividade para diferenciar cancer de mama de doenga benigna da mama.
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5 RESULTADOS

Titulo: ATR-FTIR Spectroscopy Analysis of the Lipid Region: Distinguishing Breast

Cancer from Benign Breast Disease

O artigo sera submetido para a revista BMCCancer, fator de impacto 4.6.
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Abstract

Background: There is currently a need for accurate diagnostic methods to detect breast cancer
(BC) and distinguish benign breast diseases (BBD). A common feature of most solid tumors is
abnormal lipid metabolism. Our hypothesis is that women with BC and benign breast disease
(BBD) have lipid profiles related to malignant and benign neoplasms that could be used to
identify and individualize the disease early and thus direct the most specific and effective

therapy. This study aimed to develop an automated tool for the comparison of lipid spectral
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regions in BBD and BC patients to determine the potential diagnostic value of these regions
using attenuated total reflation Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR).
Methods: Women who visited the Clinical Hospital for breast surgery were invited to
participate in the study as volunteers. A total of 60 women participated in the study; 27 had
BBD, and 33 had BC. The spectra were measured in the wavenumber range of 4000 cm™ to
650 cm! using an Agilent Cary 600 Series FTIR spectrometer coupled to a mercury cadmium
telluride (MCT) detector. The air spectrum was used as a background before each sample
analysis. The sample spectra were obtained in triplicate, with a spectral resolution of 4 cm™,
and 128 scans were performed for each measurement. The infrared spectra were analyzed after
preprocessing, which involved positive baseline rubberband correction, normalization by
minimum and maximum, and application of the second derivative. Results: The 3050-2800 cm”
! region was able to distinguish BC from BBD using principal component analysis (PCA)
followed by the support vector machine algorithm (PCA-SVM), with an accuracy of 80%,
sensitivity of 88%, and specificity of 70%. Thus, we found a peculiar fingerprint in the infrared
spectrum in the range that corresponds to the vibration of lipids, and it is known that changes
in the contents of biomolecules in the serum, increase or decrease, can be related to the presence
or absence of BC. Conclusion: This study showed that it is possible to detect BC with good
accuracy through a minimally invasive, fast, and cost-effective method for analyzing the lipid

spectral region.
Keywords: Breast cancer, Breast benign disease, Lipid metabolism, Diagnostic methods.
Background

Breast cancer (BC) is the most diagnosed cancer type worldwide, with 2.26 million new
cases in 2020. According to the current data, the global age-standardized incidence rate in
females is estimated to be 48/100,000, varying from under 30/100,000 in sub-Saharan Africa
to over 70/100,000 in Western Europe and North America. According to the International
Agency for Research on Cancer (IARC), in 2020, there were 156,472 new cases of breast
cancer in South America (1-4). (2)

Mammography is the preferred screening method for reducing breast cancer mortality
until 40% (5). However, this approach has limitations, including radiation exposure and low
sensitivity in dense breasts (6,7). Conversely, dense breasts are an important risk factor for
breast cancer, as they are associated with a 2.11-fold (95% CI 1.84-2.42) greater risk of breast

cancer than is having scattered dense breast tissue (8).
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Aberrant lipid metabolism is a common hallmark in most solid tumors. Lipids are
indispensable for cell membrane structure, energy generation, and various cellular processes,
including oxidative stress-induced cell death and the uptake of chemotherapeutic agents.
Consequently, they exert pivotal influences on the regulation of cell fate, apoptosis, growth,
and metabolism, offering novel insights into breast cancer development and progression (9—
12). In the context of breast cancer, numerous lipid metabolism pathways have been implicated,
some of which have been extensively investigated. The inhibition of these pathways, such as
the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) PI3K-AKT pathway, plays a
significant role in breast cancer treatment (13,14).

Additionally, the role of lipid metabolism in breast cancer extends beyond its impact on
tumor development and progression. Emerging research has highlighted the potential of lipid-
based biomarkers for early detection and prognosis. Lipidomic profiling techniques have shown
promise in identifying unique lipid signatures associated with breast cancer subtypes, offering
a noninvasive approach to stratify patients and tailor treatment strategies (9,13). This approach
has the potential to revolutionize not only our understanding of breast cancer but also our ability
to diagnose and treat it more effectively.

Identification of lipids via the Attenuated total reflation-Fourier transform infrared
spectroscopy ATR-FTIR technique is a fast and cost-effective approach that does not require
reagents to generate metabolomic profiles of biomolecules and can be done through liquid
biopsy that, differently from tissue biopsy, is minimally invasive and obtained from a patient’s
blood, urine or spittle, making it useful for studying the carcinogenesis process of breast
cancer(15-17).

There are many drivers for the application of IR spectroscopy coupled with analytical
techniques such as multivariate analysis, like principal component analysis (PCA) or machine
learning (ML), like support vector machine (SVM) (18). SVM accurately distinguish false
negative results from false positives. ML enables to detect the correct balance between
sensitivity and specificity evaluating the accuracy of the test (19).

This study aimed to develop an automated tool for the comparison of blood in Benign
breast disease (BBD) and BC patients to determine the potential diagnostic value of lipids
spectral region using ATR-FTIR. Our hypothesis is that it is possible to differentiate breast
cancer patients from those with benign breast disease through the analysis of lipid biomarkers

in the bloodstream using ATR-FTIR.



33

Methods
Ethics and study population

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, CAAE
31626620.2.0000.5152, 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. The exclusion criteria were age younger than 18 years, male gender, primary tumor site
other than the breast, and inability to answer the questions necessary for data collection.
Women who were referred to the mastology outpatient clinic of the clinical hospital in
Uberlandia with suspicious breast nodules, which had an indication for anatomopathological
study were invited to participate in the study as volunteers from March 2020 to September 2022.
A total of 60 women participated in the study; 27 had benign breast disease (BBD), and 33 had
breast cancer (BC). Both diagnoses were confirmed by histopathological analysis. After surgery
and histopathological analysis, the tumors and lesions were classified as benign or cancer, and
the latter were subdivided according to histological type, staging, and status of the ER, PR, and
HER?2 receptors, which are responsible for characterizing the molecular subtype of BC. The
Tumor-Node-Metastasis (TNM) cancer classification was used to classify the stage of BC
according to the American Joint Committee on Cancer (AJCC) and the International Union for
Cancer Control (UICC)(20). Population data such as mean age and presence of risk factors such

as menopausal status and obesity were also evaluated.
Sample collection and analysis

Blood was collected before surgery using a Serum Separator Tube (SST) containing a
clot activator and a separator gel. Subsequently, the tube was centrifuged for 15 minutes at 22°C
and 4000 rpm, and the serum was stored at -80°C for subsequent analysis. Infrared spectroscopy
was conducted with an Agilent Cary 600 Series FTIR spectrometer equipped with a diamond
crystal ATR accessory connected to a liquid-nitrogen cooled MCT detector. The samples were
applied in aluminum pellets (10 pL) and heated to 80 °C in a dry bath for 3 minutes. The air
spectrum was used as a background before each sample analysis in the same spectral range and
resolution of samples. The sample spectra were obtained in triplicate, with a spectral range
from 650 cm ! to 4000 cm ! and spectral resolution of 4 cm™! and 128 scans were performed

for each measurement.
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The infrared spectra were analyzed after undergoing preprocessing, which involved
positive baseline rubber band correction, normalization by minimum and maximum and second
differentiation spectra from the original were carried out using the Savitzky—Golay filter. To
analyze the variables, we employed principal component analysis (PCA) followed by the
support vector machine algorithm (PCA-SVM). Other algorithms were tested, such as Random
Forest, Neural Network, kNN, Naive Bayes, AdaBoost, and Logistic Regression; however,

SVM showed better accuracy during testing.

Results

We conducted a statistical analysis of serum samples from 60 women with an average
age of 52 years spanning from May 2020 to September 2022. Among them, 27 had benign
diseases, with an average age of 46 years (minimum age 18 and maximum age 70 years), while
33 were diagnosed with breast cancer, with an average age of 57 years (minimum age 33 and
maximum age 91 years). The patients' characteristics are described in table 1, which compares

the mean age and the presence of menopause and obesity among both groups.

Table 1. Demographic characteristics of patients with breast cancer and benign

breast disease

Benign breast disease

Characteristics Breast Cancer (BC) (BBD)
n=33 n=27

Age (years)

Range 33.0-91.0 18.0 - 70.0

Average 57.0 46.0

Menopause 21 (64%) 13 (15%)

Obesity 11 (33%) 2 (7%)

Among the breast cancer patients, the majority presented with an initial anatomical
stage, with Stage II predominating in 22 patients. The predominant histological type was
infiltrating breast cancer not otherwise specified (NOS) (n=22), followed by lobular carcinoma
(n=6), and the predominant molecular type was luminal B (n=20) followed by luminal A (n=7).

A moderate tumor differentiation grade (grade 2) predominated in the sample (n=22). Table 2
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describes breast cancer patients and their clinical stage of the disease, histological and

molecular types, and tumor grade.

Table 2. Clinical, molecular, diagnostic characteristics of breast cancer patients

Variable Patients

N %
Histological subtype
Breast cancer not otherwise specified (NOS) 21 64
Lobular carcinoma 6 18
In situ ductal carcinoma 1 3
NR 5 15
Histological grade
Gl 4 12
G2 22 67
G3 4 12
NR 3 9
TNM staging
0 (in situ) 1 3
I 4 12
II 22 67
111 4 12
NR 1 3
Molecular subtype
Luminal A 7 21
Luminal B 20 61
Her 2 1 3
Luminal hibrido 3 9
Triple negative 0 0
NR 2 6

NR, not reported; G1, grade 1; G2, grade 2; G3, grade 3.

Moreover, among patients with benign breast disease, fibroadenoma was the
predominant lesion (n=14), followed by papilloma (n=5) and proliferative or non-proliferative

lesions without atypia (N=5) as showed in table 3.
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Table 3. Histological features of benign breast desease

Variable Patients

N %
Fibroadenoma 14 52
Papilloma 5 19
Sclerosing adenosis 2 6
Flat epithelia atypia 1 4
Proliferative or non-proliferative 5 19

lesions without atypia*

*Fibrocystic disease, fibrosis, apocrine metaplasia, duct ectasia, mastites, usual ductal

hyperplasia

BBD m—— BC

(a) (c)

(b) o \/ |

Fig. 1 ATR-FTIR spectral analysis (a) ATR-FTIR total spectral analysis (4000-650 cm 1) of
the blood of patients with breast cancer (red) and benign breast disease (blue) after (b) the
second derivative was applied. The red rectangle represents the difference between groups in
the region of lipids from 3050 to 2800 and (c) demonstration of the wavenumbers corresponding

to lipids region of the spectra.
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The spectra were obtained within the wavenumber range of 4000 cm™ to 650 cm™ for
breast cancer patients and benign breast disease patients, illustrating the comparison of various
functional groups such as lipids, proteins, carbohydrates, and nucleic acids present in the
analyzed serum samples. We observed a distinction in the region from 3050 cm™ to 2800 cm™.
This spectral lipid region was able to differentiate the benign disease and breast cancer groups

demonstrating separation between the two curves (Figure 1).

To determine the effect of lipid components, present in the serum of patients with breast
cancer or benign breast disease, a principal component analysis (PCA) was performed using
the wavenumber spectrum ranging from 3050 to 2800. The PCA demonstrated separation
between the benign disease and breast cancer groups. There were five outliers from patients
with benign disease within the primary cancer-related spectrum and one from a patient with

cancer within the spectrum of patients with benign disease (see Figure 2).
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Fig. 2 PCA-SVM analysis identifies differences between the groups of patients with breast

cancer and benign breast disease in the wavenumber range from 3050-2800.

After PCA has demonstrated difference between groups, Random Forest, Neural
Network, kNN, Naive Bayes, AdaBoost, Logistic Regression and SVM, which are machine

learning algorithms, were applied to investigate sensitivity, specificity, and accuracy of the
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test to differentiate BC from BBD, the results are shown in table 4. The best accuracy of 80%
was obtained using SVM, which is why it was the chosen algorithm. The sensitivity and

specificity demonstrated by SVM were 88% and 70% respectively.

Table 4. Machine learning methods to determine sensitivity, specificity, and

accuracy
Algorithm Processing Sensitivity Specificity Accuracy
Random RB-+MM+SD+PCA*(3050cm™
Forest '-22800cm™) 007 078 072
SVM  RB+MM+SD+PCA (3050cm™-
2800c) 0.88 0.70 0.80
AdaBoost RB+MM+SD+PCA (3050cm™-  0.42 0.70 0.55
2800cm™)
Naive RB+MM-+SD+PCA (3050cm™-  0.79 0.67 0.73
Bayes  2800cm™)
Neural RB+MM+SD+PCA (3050cm-  0.82w 0.70 0.77
Network 2800cm™)
KNN  RB+MM+SD+PCA (3050cm™'- 0.76 0.67 0.72
2800cm™)
Logistic RB+MM+SD+PCA (3050cm’'- 1 0 0.55

Regression 2800cm™)
*RB Rubberband, MM standardization by minimum and maximum, SD second

derivative, PCA principal component analysis

Discussion

The results of our study confirm our hypothesis that serum analysis of lipids, using the
ATR- FTIR method is capable of distinguishing breast cancer patients from those with benign
breast disease. The spectrum encompassing the wavenumber range from 3050 to 2800,
corresponding to the lipid region, predominantly associated with C-H bonds corresponding to
the lipid spectrum(16) has demonstrated potential biomarkers for the diagnosis of breast cancer

through straightforward blood collection.
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The region of 3050-2800 cm-1, the lipid spectral interval, was able to distinguish BC
from BBD using principal component analysis (PCA) followed by the support vector machine
algorithm (PCA-SVM). The PCA doesn't work as a statistical test that demonstrates a
significant difference, but using the principal components it was possible to analyze the
variance of the sample, and the two components were able to explain 95% of the variation in
the data. Thus, we found a peculiar fingerprint in the infrared spectrum in the range that
corresponds to the vibration of lipids, and it is known that changes in the contents of
biomolecules in the serum, increase or decrease, can be related to the presence or absence of
BC (21,22).

The serum lipids of cancer patients have been identified as a highly sensitive (88%) and
specific (70%) diagnostic method with good accuracy (80%). Besides the diagnosis, the high
sensitivity of the test has a positive impact on breast cancer screening, particularly in patients
with dense breasts, where the sensitivity of mammography, even in the 3D modality known as
tomosynthesis, can reach 39% (23).

Benign breast disease is subdivided into three groups, proliferative lesions with or
without atypia and non-proliferative lions. Although the 3 types of benign lesions increase the
risk of breast cancer, the increase is significant, with a relative risk greater than 2.0, only for
proliferative lesions with atypia (24,25). In the present study, the BBD group was homogeneous
in relation to the non-increase in the risk of BC, since 90% of the patients with benign lesions
did not present atypia, being represented by fibroadenomas, papillomas, and other proliferative
or non-proliferative lesions without atypia. Among the other 10%, only one patient had flat
epithelial atypia, an uncommon finding in breast biopsies, which alone does not increase the
relative risk of BC, and two had sclerosing adenosis, a common proliferative lesion of the
breast, that also have little increase in relative risk for developing breast cancer, around 2,1
(26,27). The fact that the lesions in the studied group were of low risk for the development of
breast cancer made it possible to use the BBD group as a control for the development of the BC
diagnostic test.

Some studies have shown that there is a difference in the lipid spectrum detected by
ATR-FTIR in the blood of patients with different molecular types (15,28), however, in our
study, after performing ATR-FTIR, we observed homogeneity of the BC group in the PCA
analysis, which demonstrates that the different molecular types did not interfere with the
diagnostic accuracy of the test. This fact can be explained by the presence of 82% of luminal
tumors and 9% of hybrid luminal tumors, which makes the BC group homogeneous in terms of

molecular type. The molecular subtype is an independent prognostic factor, and luminal A has
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the best prognosis, has a lower cell proliferation index, with greater response to hormone
therapy, but not to chemotherapy, which is why prognostic evaluation by genetic tests of tumors
of this subtype is indicated in most cases to avoid overtreatment (29-31). Luminal B tumors
have more pronounced cell proliferation than luminal A tumors and consequently a worse
prognosis, but they are better than HER 2 or triple negative tumors, which are the tumors with
the worst prognosis (32).

In addition to the histological and molecular subtype, there are other important aspects
in defining the prognosis of BC, which are age, axillary status, tumor grade, initial staging, and
time to start treatment (32,33). Breast cancer treatment is diverse and includes surgery,
chemotherapy, radiation therapy, hormone therapy for hormone receptor-positive tumors, anti-
HER 2 therapy, and, more recently, immunotherapy in specific cases (34). In this study, most
of patients had grade 1 or 2 tumors, and stage II, that is consider an initial stage. All patients
with BC underwent surgery.

The ATR-FTIR method is not examiner dependent and is rapidly executed, it is a
method employed for serum investigation and serves as an analytical technique for
characterizing protein—lipid complexes and their structural changes (35). This technique
provides a wide range of options for spectral data analysis and enables precise measurements
of molecular properties (21,35). Artificial intelligence has been increasingly employed to
enhance and refine research outcomes (16). Machine learning algorithms are capable of
processing and analyzing large volumes of data, in short time, accelerating the pace of research
to improve cancer screening (detection of lesions), characterization and grading of tumors, and
clinical decision-making and prognostication (36-38). Moreover, the FTIR method has a
significant impact on the speed and accuracy of diagnosis, reducing the anxiety associated with
waiting for a diagnosis and mitigating errors stemming from human visual interpretation.

Abnormalities in lipid metabolism occur in patients with breast cancer (21,39); one of
the causes of these abnormalities may be the presence of lipids during the process of cellular
apoptosis and autophagy. (40—43). These processes are altered during carcinogenesis, which
enables the diagnosis of breast cancer through the detection of lipid metabolism alterations.

Some studies have identified differences in the molecular spectra between breast cancer
patients and healthy individuals (22,44). Nevertheless, the ability to differentiate patients with
breast cancer from those with benign breast diseases allows for a more accurate diagnosis,
particularly among individuals exhibiting imaging abnormalities during screening (9). Li Yang
et al, previously demonstrated that lipids, specifically two phosphatidylinositol (PI) species,
including PI (16:0/16:1) and PI (18:0/20:4), could differentiate between benign and malignant
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breast tumors. In this study, we were able to expand the sample size to confirm the distinction
between benign and malignant lipid profiles in patients with breast nodules. This differentiation
was achieved by measuring the difference in absorbance in the serum lipid region using ATR-
FTIR spectroscopy compared to the histopathological diagnosis of benign or malignant
conditions.

Important alterations in lipid metabolism, such as fatty acid oxidation and de novo lipid
synthesis, can provide advantages for tumors to resist treatment and proliferate (42,45,46). In
this sense, there is significant potential for new therapeutic interventions that consider lipid
metabolism and its interference in cell signaling pathways. Furthermore, the implementation of
this approach in clinical practice may automate the diagnosis of BC, monitoring whether
changes in therapy or interventions are necessary throughout the treatment. ATR-FTIR
spectroscopy can potentially assist in clinical decision-making regarding follow-up or biopsy
recommendations, avoiding unnecessary biopsies that are more invasive and expensive than
blood collection and often cause significant anxiety to patients even if the lesion is not highly
suspicious. Finally, data regarding the serum blood infrared spectrum measured by ATR-FTIR
will allow us to assess biochemical changes that occur before clinical signs.

In the future, we can correlate our findings of changes in the lipid metabolism detected
by ATR- FTIR with the prognosis of patients with breast cancer. The prognostic definition is
of extreme relevance in breast cancer, as it determines the need for highly effective but highly
toxic treatments such as chemotherapy. Currently, prognostic analysis is performed through
genetic tests that are capable of providing personalized prognostic definitions directing patients
with greater chances of recurrence to chemotherapy and those with lower chances of recurrence
to hormone therapy alone without chemotherapy (29,30,47). However, these tests are expensive
and very rarely used by most patients in developing countries. Moreover, inexpensive and
effective prognostic definition techniques are promising for the personalization of breast cancer
treatment for the entire population.

The contribution of our findings to breast cancer diagnosis, particularly in patients with
dense breasts, is evident considering the high accuracy of the developed test. Additionally, these
lipid markers can assist in distinguishing between benign and malignant lesions detected by
imaging, thereby increasing lesion specificity and preventing unnecessary surgeries.

One strength of our study is the ability to differentiate lipid alterations in breast cancer
from benign breast disease, thus avoiding confounding factors during diagnosis. Our sample
size is appropriate for the established purpose. However, it is not possible to determine whether

other benign conditions or different types of cancer may also exhibit lipid component alterations
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via ATR-FTIR, which necessitates further research related to other conditions that may be
detected through lipidic changes in the bloodstream. New studies with bigger samples are
necessary to confirm our findings and become this test suitable for being used in clinical

practice.

Conclusion

This study revealed that it is possible to detect BC with good accuracy through a
minimally invasive, fast, and cost-effective method analyzing the lipid spectral region by ATR-
FTIR. There are prospects that blood stream lipid markers, in addition to diagnosing, can aid in
prognostic determination of breast cancer and thereby contribute to the customization of

oncological treatment, as well as facilitate the development of new targeted drugs.
List of abbreviations

BC Breast Cancer

BBD Breast Benign Disease

ATR-FTIR Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared Spectroscopy
ER: estrogen receptor

RP Progesterone Receptor

HER 2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

MCT: mercury cadmium telluride

PCA-SVM Principal Component Analysis - support vector machine algorithm
NOS not otherwise specified.

RB Rubberband

MM standardization by minimum and maximum

SD second derivative
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6 CONCLUSAO

Este estudo revelou que ¢ possivel detectar cancer de mama e distingui-lo de doenca
benigna da mama por meio da analise do soro, por ATR-FTIR, concentrando-se na regiao
espectral dos lipideos.

O ATR-FTIR pode ser realizado de forma rapida e com bom custo-beneficio, além de
pouco invasivo, o que o torna uma boa opgao de investigacao diagndstica.

Novos estudos sao necessarios para validar os resultados encontrados na dissertacao.

7 LIMITACOES

Apesar de ter sido demonstrado o potencial do ATR-FTIR como teste diagnostico com
excelente acuracia para detec¢do de cancer de mama em pacientes portadoras de alteragdes nos
exames de imagem mamario, ndo ¢ possivel determinar se outras condigdes benignas ou outros
tipos de cancer também podem exibir as mesmas alteragdes de componentes lipidicos
detectadas por ATR-FTIR. Esse fato dificulta a utilizagdo do teste como método unico de
rastreamento do cancer de mama, mas ndo inviabiliza o teste como método diagnostico na
presenca de mamografia ou ultrassonografia mamaria alteradas e nem como auxilio no
rastreamento de pacientes com mamas densas. Novos estudos com amostras maiores sao

necessarios para confirmar os resultados e viabilizar o teste para uso na pratica clinica.

8 PERSPECTIVAS

e Aumentar o tamanho amostral e realizacdo de validacdo adicional para em um futuro
possibilitar a inclusao do método diagnostico por ATR-FTIR na pratica clinica.

e Analisar a constituicdo lipidica do tecido peritumoral da mama para buscar novos
biomarcadores para o diagndstico precoce, progndstico e tratamento do CM.

e Realizar estudo prospectivo para avaliar o progndstico do cancer de mama, utilizando a técnica
de ATR-FTIR, contribuindo assim, para a personalizacdo do tratamento oncologico, € o

desenvolvimento de novas drogas alvo.
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APENDICE A: Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Andlise dos
constituintes quimicos de materiais bioldgicos por meio de técnicas espectroscOpicas para
determina¢do de biomarcadores em mulheres com neoplasias mamadrias”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Profa. Dra. Yara Cristina de Paiva Maia (UFU), Prof. Dr.
Robinson Sabino Silva, MSc. Donizeti Willian Santos (HC-UFU), Dra. Paula Philbert Lajolo
Canto (HC-UFU), Dra. Eva Mendes Monteiro, Dra. Alinne Tatiane Faria Silva (UFU), MSc.
Leticia Lopes Dantas Santos (UFU), MSc. Lara de Andrade Marques (UFU), Juliana Carvalho
Penha Pereira (HC-UFU) e MSc. Izabella Cristina Costa Ferreira (UFU).

Nesta pesquisa nos buscaremos analisar a constitui¢do quimica de materiais biologicos
(sangue, saliva e tecido) de mulheres com alteracdes na mama a fim de determinar
biomarcadores para fins de diagnostico, progndstico e monitoramento do cancer e dos tumores
de mama.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelas pesquisadoras Leticia
Lopes Dantas Santos, Alinne Tatiane Faria Silva, Lara de Andrade Marques, Juliana Carvalho
Penha Pereira e Izabella Cristina Costa Ferreira no Ambulatdrio de Ginecologia e Obstetricia
do HCU-UFU, no momento da consulta com o Oncologista, havera um momento para que
decida se deseja participar do estudo.

Na sua participacdo vocé serda acompanhada em trés momentos e fard parte do grupo
“neoadjuvante”. Nessa pesquisa respondera a um questiondrio, que serd aplicado pela equipe
no dia da consulta no HCU-UFU. Quando vocé¢ for realizar exames de acompanhamento no
HCU- UFU, faremos a coleta de sangue (10 mL) e saliva (2mL). Aproveitaremos a puncao
realizada pelo profissional do hospital para coleta do sangue, evitando assim que vocé tenha
que ser puncionada apenas para a pesquisa. Nesse mesmo momento, na coleta da saliva sera
utilizado, apenas, um algodao que ficara por 3 minutos, na sua boca, procedimento bem
simples.

Quando vocé for realizar a cirurgia no setor Clinica Cirtrgica — Ginecologia e
Obstetricia ou Centro Cirtirgico do Hospital de Clinicas de Uberlandia da Universidade
Federal de Uberlandia, faremos uma nova coleta de material bioldgico. Na cirurgia sera
coletada uma amostra de sangue (10 ml) e uma amostra de tecido da mama (400 mg), materiais
retirados normalmente nestes procedimentos e somente uma pequena quantia sera utilizada na
pesquisa. Uma amostra de saliva (2mL) seréd coletada, nesse mesmo local € momento, por
meio de um pequeno algoddo que sera colocado em sua boca por 3 minutos, sendo um
procedimento bem simples e exclusivo da pesquisa.

Posteriormente a cirurgia quando vocé for realizar exame de sangue para
acompanhamento coletaremos uma amostra de sangue (10 mL) e saliva (2mL). Novamente,
aproveitaremos a pungdo realizada pelo profissional do hospital para coleta do sangue,
evitando assim que vocé tenha que ser puncionada apenas para a pesquisa. Nesse mesmo
momento, havera coleta de saliva pelo procedimento simples citado acima.

Estes materiais serdo enviados para o Laboratério de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia, ficard sob a responsabilidade dos pesquisadores
responsaveis por essa pesquisa e descartados, apos realizarmos as analises, ao final do estudo,
conforme orienta a resolucdo CNS 441/11 que regulamenta biorrepositérios. Faremos uma
consulta ao seu prontuario para obter as seguintes informagdes: tipo de tumor, estadiamento,
grau, positivo ou negativo para estrogénio, positivo ou negativo para progesterona, positivo
ou negativo para HER2, positivo ou negativo para p53, positivo ou negativo para ki67.

Os riscos da pesquisa consistem em estar sujeita a um leve hematoma ou desconforto
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no local da pulsdo, porém o procedimento sera realizado por profissionais qualificados. Ha o
risco da identificacdo do participante da pesquisa, porém para sua protecdo vocé serd
identificado por numeros. Dessa forma, a equipe executora compromete-se com o sigilo
absoluto da identidade dos participantes. Como beneficios destaca-se ter mais conhecimento
para melhor orientar programas de prevencdo que poderdo contribuir para diminuir a
ocorréncia dessa doenca, além de que a possivel obtencao de um biomarcador que possibilitara
o melhor progndstico e direcionamento do tratamento.

Vocé ndo tera nenhum gasto nem ganho financeiro por participar na pesquisa.

Voce ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer
prejuizo ou coagdo. Até o momento da divulgagdo dos resultados, vocé também ¢ livre para
solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa. A retirada do consentimento e saida deste
estudo ndo trara qualquer tipo de prejuizo ou interrupg¢ao no seu tratamento. Uma via original
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. Em caso de qualquer
davida ou reclamacao a respeito da pesquisa, voc€ poderd entrar em contato com: Profa. Dra.
Yara Cristina de Paiva Maia, Prof. Dr. Robinson Sabino Silva, MSc. Donizeti Willian Santos,
Dra. Paula Philbert Lajolo Canto, Dra. Eva Mendes Monteiro, Dra. Alinne Tatiane Faria Silva,
MSc. Leticia Lopes Dantas Santos, MSc. Lara de Andrade Marques, Juliana Carvalho Penha
Pereira ou MSc. Izabella Cristina Costa Ferreira. Endereco: Universidade Federal de
Uberlandia — Instituto de Genética e Bioquimica — Laboratério de Nanobiotecnologia —
Campus Umuarama — Bloco 2E, sala 248 — CEP.: 38400902, Uberlandia, MG. Telefone de
contato: (34) 3218-2478. Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica
na Pesquisa com Seres Humanos na Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av.
Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, campus Santa Monica — Uberlandia/MG,
38408-100; telefone: 34-3239-4131. O CEP ¢ um colegiado independente criado para defender
os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir
para o desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolucdes do
Conselho Nacional de Satde.

Uberlandia, de de 20

Assinatura do(s) pesquisador(es)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Andlise dos
constituintes quimicos de materiais bioldgicos por meio de técnicas espectroscOpicas para
determina¢do de biomarcadores em mulheres com neoplasias mamadrias”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Profa. Dra. Yara Cristina de Paiva Maia (UFU), Prof. Dr.
Robinson Sabino Silva, MSc. Donizeti Willian Santos (HC-UFU), Dra. Paula Philbert Lajolo
Canto (UFU), Dra. Eva Mendes Monteiro, Dra. Alinne Tatiane Faria Silva (UFU), MSc.
Leticia Lopes Dantas Santos (UFU), MSc. Lara de Andrade Marques (UFU), Juliana Carvalho
Penha Pereira (HC-UFU) e MSc. Izabella Cristina Costa Ferreira (UFU).

Nesta pesquisa nos buscaremos analisar a constitui¢do quimica de materiais biologicos
(sangue, tecido e saliva) de mulheres com neoplasias mamarias a fim de determinar
biomarcadores para fins de diagnostico, progndstico e monitoramento do cancer e dos tumores
de mama.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelas pesquisadoras Leticia
Lopes Dantas Santos, Alinne Tatiane Faria Silva, Eva Mendes Monteiro, Lara de Andrade
Marques, Juliana Carvalho Penha Pereira e Izabella Cristina Costa Ferreira no momento em
que vocé estiver aguardando na sala de espera do setor Clinica Cirurgica — Ginecologia e
Obstetricia do Hospital de Clinicas de Uberlandia da Universidade Federal de Uberlandia
(HCU-UFU), e seré convidada a participar do estudo podendo ou ndo aceitar participar.

Na sua participagdo vocé serda acompanhada em trés momentos e fard parte do grupo
“adjuvante”. Nessa pesquisa vocé ird responder a um questiondrio, que sera aplicado pela
equipe antes da cirurgia no HCU-UFU. Na cirurgia sera coletada uma amostra de sangue (10
ml) e uma amostra de tecido da mama (400 mg), materiais retirados normalmente nestes
procedimentos € somente uma pequena quantia serd utilizada na pesquisa. Uma amostra de
saliva (2mL) sera coletada, nesse mesmo local e momento, por meio de um pequeno algodao
que sera colocado em sua boca por 3 minutos, sendo um procedimento bem simples e
exclusivo da pesquisa.

Quando vocé iniciar o tratamento e for realizar exames de sangue no HCU-UFU,
faremos coleta de sangue (10 mL) e saliva (2mL). Aproveitaremos a puncao realizada pelo
profissional do hospital para coleta do sangue, evitando assim que vocé tenha que ser
puncionada apenas para a pesquisa. Nesse mesmo momento, na coleta da saliva sera utilizado,
novamente, apenas um algodao por 3 minutos na sua boca, procedimento bem simples.

Por fim, ao final do seu tratamento, quando for realizar exames de sangue no HCU-
UFU, faremos coleta de sangue (10 mL) e saliva (2mL). Aproveitaremos a pun¢ao realizada
pelo profissional do hospital para coleta do sangue, evitando assim que vocé€ tenha que ser
puncionada apenas para a pesquisa. Nesse mesmo momento, na coleta da saliva sera utilizado,
novamente, apenas um algodao por 3 minutos na sua boca, procedimento bem simples.

Estes materiais serdo enviados para o Laboratério de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia, ficard sob a responsabilidade dos pesquisadores
responsaveis por essa pesquisa e descartados, apos realizarmos as analises, ao final do estudo,
conforme orienta a resolucdo CNS 441/11 que regulamenta biorrepositérios. Faremos uma
consulta ao seu prontuario para obter as seguintes informagdes: tipo de tumor, estadiamento,
grau, positivo ou negativo para estrogénio, positivo ou negativo para progesterona, positivo
ou negativo para HER2, positivo ou negativo para p53, positivo ou negativo para ki67.

Os riscos da pesquisa consistem em estar sujeita a um leve hematoma ou desconforto
no local da pulsdo, porém o procedimento seré realizado por profissionais qualificados. H4 o
risco da identificacdo do participante da pesquisa, porém para sua protecdo vocé sera
identificado por numeros. Dessa forma, a equipe executora compromete-se com o sigilo
absoluto da identidade dos participantes. Como beneficios destaca-se ter mais conhecimento
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para melhor orientar programas de prevencdo que poderdo contribuir para diminuir a
ocorréncia dessa doenca, além de que a possivel obtencao de um biomarcador que possibilitara
o melhor progndstico e direcionamento do tratamento.

Vocé ndo tera nenhum gasto nem ganho financeiro por participar na pesquisa.

Voce ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer
prejuizo ou coagdo. Até o momento da divulgagdo dos resultados, vocé também ¢ livre para
solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa. A retirada do consentimento e saida deste
estudo ndo trara qualquer tipo de prejuizo ou interrup¢do no seu tratamento. Uma via original
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. Em caso de qualquer
davida ou reclamacao a respeito da pesquisa, voc€ poderd entrar em contato com: Profa. Dra.
Yara Cristina de Paiva Maia, Prof. Dr. Robinson Sabino Silva, MSc. Donizeti Willian Santos,
Dra. Paula Philbert Lajolo Canto, Dra. Eva Mendes Monteiro, Dra. Alinne Tatiane Faria Silva
MSc. Leticia Lopes Dantas Santos, MSc. Lara de Andrade Marques, Juliana Carvalho Penha
Pereira ou MSc. Izabella Cristina Costa Ferreira. Endereco: Universidade Federal de
Uberlandia — Instituto de Genética e Bioquimica — Laboratério de Nanobiotecnologia —
Campus Umuarama — Bloco 2E, sala 248 — CEP.: 38400902, Uberlandia, MG. Telefone de
contato: (34) 3218-2478. Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica
na Pesquisa com Seres Humanos na Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av.
Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, campus Santa Modnica — Uberlandia/MG,
38408-100; telefone: 34-3239-4131. O CEP ¢ um colegiado independente criado para defender
os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir
para o desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolucdes do
Conselho Nacional de Saude.

Uberlandia, de de 20

Assinatura do(s) pesquisador(es)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apés ter sido devidamente
esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Andlise dos
constituintes quimicos de materiais biologicos por meio de técnicas espectroscOpicas para
determina¢do de biomarcadores em mulheres com neoplasias mamadrias”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Profa. Dra. Yara Cristina de Paiva Maia (UFU), Prof. Dr.
Robinson Sabino Silva, MSc.Donizeti Willian Santos (HC-UFU), Dra. Paula Philbert Lajolo
Canto (UFU), Dra. Eva Mendes Monteiro, Dra. Alinne Tatiane Faria Silva (UFU), MSc.
Leticia Lopes Dantas Santos (UFU), MSc. Lara de Andrade Marques (UFU), Juliana Carvalho
Penha Pereira (HC-UFU) e MSc. Izabella Cristina Costa Ferreira (UFU).

Nesta pesquisa nos buscaremos analisar a constitui¢do quimica de materiais biologicos
(sangue, saliva e tecido) de mulheres com alteracdes na mama a fim de determinar
biomarcadores para fins de diagnostico, progndstico e monitoramento do cancer e dos tumores
de mama.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelas pesquisadoras Leticia
Lopes Dantas Santos, Alinne Tatiane Faria Silva, Lara de Andrade Marques, Juliana Carvalho
Penha Pereira e Izabella Cristina Costa Ferreira no momento em que vocé estiver aguardando
na sala de espera do setor Clinica Cirtrgica — Ginecologia e Obstetricia ou Centro Cirtrgico
do Hospital de Clinicas de Uberlandia da Universidade Federal de Uberlandia (HCU-UFU), e
sera convidada a participar deste estudo podendo ou nio aceitar.

Na sua participacdo voc€ serd acompanhada em dois momentos e podera se encaixar
em um dos trés grupos: o grupo denominado “menor risco”, no grupo “doenca benigna da
mama” ou “controle”, de acordo com seu diagndstico. Nessa pesquisa vocé ira responder a um
questionario, que serd aplicado pela equipe antes da cirurgia no HCU-UFU. Na cirurgia sera
coletada uma amostra de sangue (10 ml) e uma amostra de tecido da mama (400 mg), materiais
retirados normalmente nestes procedimentos e somente uma pequena quantia sera utilizada na
pesquisa. Uma amostra de saliva (2mL) sera coletada, nesse mesmo local € momento, por
meio de um pequeno algoddo que sera colocado em sua boca por 3 minutos, sendo um
procedimento bem simples e exclusivo da pesquisa.

Caso vocé se encaixe no grupo “menor risco” ou ““ doenga benigna da mama”, quando
voceé for realizar exames de sangue para acompanhamento no HCU-UFU, faremos uma nova
coleta de sangue (10 mL) e saliva (2mL). Aproveitaremos a pung¢ao realizada pelo profissional
do hospital para a coleta do sangue, evitando assim que vocé tenha que ser puncionada apenas
para a pesquisa. Nesse mesmo momento, na coleta da saliva sera utilizado, novamente, apenas
um algodao por 3 minutos na sua boca, procedimento bem simples.

Estes materiais serdo enviados para o Laboratorio de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia, ficard sob a responsabilidade dos pesquisadores
responsaveis por esta pesquisa descartados, apos realizarmos as analises, ao final do estudo,
conforme orienta a resolugdo CNS 441/11 que regulamenta biorrepositérios. Faremos uma
consulta ao seu prontuario para obter as seguintes informagoes: tipo de tumor, estadiamento,
grau, positivo ou negativo para estrogénio, positivo ou negativo para progesterona, positivo
ou negativo para HER2, positivo ou negativo para p53, positivo ou negativo para ki67.

Os riscos da pesquisa consistem em estar sujeita a um leve hematoma ou desconforto
no local da pulsdo, porém o procedimento sera realizado por profissionais qualificados. H4 o
risco da identificagdo do participante da pesquisa, porém para sua protecdo vocé sera
identificado por nimeros. Dessa forma, a equipe executora compromete-se com o sigilo
absoluto da identidade dos participantes. Como beneficios destaca-se ter mais conhecimento
para melhor orientar programas de prevengdo que poderdo contribuir para diminuir a
ocorréncia dessa doenca, além de que a possivel obten¢do de um biomarcador que possibilitara
o melhor prognostico e direcionamento do tratamento.
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Vocé ndo tera nenhum gasto nem ganho financeiro por participar na pesquisa.

Vocé ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer
prejuizo ou coagdo. Até o momento da divulgagdo dos resultados, vocé também ¢ livre para
solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa. A retirada do consentimento e saida deste
estudo ndo trara qualquer tipo de prejuizo ou interrup¢do no seu tratamento. Uma via original
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficarda com vocé. Em caso de qualquer
davida ou reclamagdo a respeito da pesquisa, voc€ podera entrar em contato com: Profa. Dra.
Yara Cristina de Paiva Maia,Prof. Dr. Robinson Sabino Silva, MSc. Donizeti Willian Santos,
Dra. Paula Philbert Lajolo Canto, Dra. Eva Mendes Monteiro, Dra. Alinne Tatiane Faria Silva,
MSc. Leticia Lopes Dantas Santos, MSc. Lara de Andrade Marques, Juliana Carvalho Penha
Pereira ou MSc. Izabella Cristina Costa Ferreira. Endereco: Universidade Federal de
Uberlandia — Instituto de Genética e Bioquimica — Laboratorio de Nanobiotecnologia —
Campus Umuarama — Bloco 2E, sala 248 — CEP.: 38400902, Uberlandia, MG. Telefone de
contato: (34) 3218-2478. Vocé podera também entrar em contato com o CEP - Comité de Etica
na Pesquisa com Seres Humanos na Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av.
Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, campus Santa Monica — Uberlandia/MG,
38408-100; telefone: 34-3239-4131. O CEP ¢ um colegiado independente criado para defender
os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir
para o desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme resolucdes do
Conselho Nacional de Satde.

Uberlandia, de de 20

Assinatura do(s) pesquisador(es)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa
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Questionario de Avaliacao dos Fatores de Risco para o Cancer de Mama
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Data da avaliacao: / /

Prontuario:

Telefone: Data de Nascimento: / /
Profissao: Endereco:

Escolaridade: ( ) 1° grau incomp. ( ) 1° grau comp. ( ) 2° grau incomp.

( )2°graucomp. ( ) Nivel superior ( ) Analfabeto

Possui filhos? ( ) Nao ( ) Sim Se sim, quantos? ( )1a2( )3a4( )>5

Vocé amamentou? ( ) Nao ( ) Sim Se sim, quanto tempo? ( ) <6 meses ( )6
meses () > 6 meses

Renda Familiar: ( ) nenhuma ( ) até meio SM ( ) de meio até 1 SM

( )1a2SM ( )3a4SM ( )>4SM

Etnia: () Branca ( ) Negra ( ) Indigena ( ) Amarela ( ) Parda

INFORMACOES SOBRE A DOENCA E TRATAMENTOS

Data do diagnostico:

Historia de doencas pregressas: () Nao () Sim
Se sim quais?

Histoérico familiar de cincer de mama ou ovario? ( ) Nao ( ) Sim

Se sim, quais?

Tratamentos submetidos:

( ) Cirurgia Data: / /

( ) Radioterapia Data: / /

() Quimioterapia Data: / /

( ) Hormonioterapia Data: / /

( ) Nenhum

Informacdes complementares:
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ANTECEDENTES PESSOAIS, HABITOS E PADRAO ATUAL

Tabagismo: ( ) Nao ( ) Sim Cigarros/dia:

Ex tabagista: ( ) Abstém-se ha:

Etilismo: ( ) Nao ( )Sim Tipo e quantidade:

Ex etilista: () Abstém-se ha:

Atividade Fisica: ( ) Nao ( ) Sim. Se sim, qual atividade:

Qual o tempo gasto para a pratica da atividade fisica?

Ha quanto tempo pratica regularmente?

Frequéncia: ( ) Todos os dias - 5 a 7 dias ( ) Dia sim, dia ndo -3 a4 dias ( ) As vezes -
2 dias ou menos ( ) Nunca

Periodo de pratica da atividade fisica? ( ) Manha ( ) Tarde ( ) Noite

Ciclo menstrual: Idade da Menarca:

Menopausa: ( ) Nao ( ) Sim Idade da menopausa:

Alteracio de peso nos ultimos 6 meses: ( ) Nenhuma ( ) Aumentou ( ) Diminuiu

Alteracao de quilos.
Peso Atual: quilos.
Peso Usual: quilos.

Uso de medicamento para dormir ou antidepressivos? ( ) Sim ( ) Nao
Quais:

1) Freq: xDSM Consome ha A M
Dose: g mg

2) Freq: xDSM Consome ha A
M Dose: g mg

3) Freq: xDSM Consome ha A
M Dose: g mg

4) Freq: xDSM Consome ha A
M Dose: g mg

5) Freq: xDSM Consome ha A
M Dose: g mg

D: Diaria; S: Semanal; M: Mensal.
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A: Anos. M: Meses.

DADOS DO PRONTUARIO:

Tipo de tumor:

Estadio:

Positivo ou negativo para estrogénio?

Grau:

Positivo ou negativo para progesterona?

Positivo ou negativo para HER2?




ANEXO A: Parecer comité de ética e pesquisa

l!j- U FU UNIVERSIDADE FEDERAL DE Cwm

UBERLANDIA/MG

Comite de Ehu:-l'clqm

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE MATERIAIS BIOLOGICOS
POR  MEIO DE TECNICAS ESPECTROSCOPICAS PARA
DETERMINAGAO DE BIOMARCADORES EM MULHERES COM
NEOPLASIAS MAMARIAS.

Pesquisador: Yara Cristina de Paiva Maia
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 31626620.2.0000.5152

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.796.210

Apresentacao do Projeto:

Segundo os pesquisadores:

O objetivo deste estudo consiste em determinar se a analise dos materiais bioldgicos (soro,
plasma, tecido e saliva) por meio de técnicas espectroscopicas e espectrométricas poderao ser
utilizada para discriminar mulheres com neoplasia benigna de mama de neoplasias malignas de
acordo com caracteristicas especificas da assinatura espectral de sua composi¢gdo molecular.
Estes materiais serdo enviados para o Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia, ficardo sob a responsabilidade dos pesquisadores responsaveis por essa pesquisa
e descartados, apos realizarmos as analises, ao final do estudo, conforme orienta a resolugéo
CNS 441/11 que regulamenta biorrepositorios. As variaveis quantitativas serdo submetidas ao
teste Kolmogorov-Smirnov para verificar o grau de aderéncia e distribuicdo normal. O tratamento e
a analise de dados serdo realizadas utilizando os programas GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) e o Statistical Package of Social Science versdo 21.0 (SPSS, IBM,
Chicago,IL, USA).

Estas pacientes serdo acompanhadas durante o tratamento no hospital de Clinicas de Uberlandia,
sendo divididas em cinco grupos. O grupo “adjuvante” (termo utilizado em oncologia para o grupo
de mulheres que serdo submetidas as terapias cirdrgicas antes de receber a quimioterapia); o
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