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RESUMO

A metabondmica ¢ a area do conhecimento que busca identificar padrdoes no perfil de
metabolitos endogenos de um dado biofluido e associar com o status bioquimico da amostra. E
uma abordagem empregada para auxiliar o diagnostico e/ou progndstico em diferentes quadros
clinicos. Embora diversos estudos sugiram uma associagdo entre a periodontite € o cancer de
mama, os mecanismos bioldgicos que sustentam essa relacdo ainda ndo estdo plenamente
elucidados. O presente estudo teve como objetivo discriminar, por meio de abordagem
metabondmica, os perfis metabolicos de pacientes com cancer de mama e periodontite daquelas
com cancer de mama sem periodontite. Realizou-se um estudo observacional, descritivo e
transversal, com amostra de conveniéncia nao probabilistica. O estudo foi conduzido no Servico
de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE, entre julho e dezembro de 2024. Foram incluidas
mulheres diagnosticadas com cancer de mama, distribuidas em dois grupos: com periodontite
e sem periodontite. No total, 27 pacientes foram inicialmente convidadas a participar da
pesquisa. Contudo, apos a aplicagao dos critérios de inclusdo e exclusdo, além de recusas
espontaneas, apenas 12 pacientes foram consideradas elegiveis e aceitaram participar do estudo,
compondo a amostra final, que foram submetidas ao exame clinico periodontal completo bem
como forneceram amostra de sangue venoso periférico para analise por espectroscopia de RMN
de 1H. Os dados espectrais foram utilizados como entrada dos estudos metabondmicos. A
analise exploratdria contemplou anélise de componentes principais (PCA) e heatmap — mapa
de calor com agrupamento hierarquico. O heatmap apontou um aumento nas concentragoes de
metabdlitos como 4-hidroxiprolina, 2'-desoxiguanosina, L-isoleucina, L-lisina, L-tirosina e L-
valina nas pacientes com periodontite associada ao cancer de mama. Os resultados observados
indicam que foi possivel discriminar as amostras em func¢do do diagndstico de periodontite e
que as alteragdes observadas nos perfis metabdlicos do soro dessas voluntarias estao associadas
a modulagdo de multiplas vias bioldgicas, com destaque para o metabolismo dos aminoacidos
de cadeia ramificada, metabolismo do colageno e estresse oxidativo. Este estudo € pioneiro ao
aplicar a estratégia metabondmica para investigar as interagdes metabolicas entre periodontite

e cancer de mama.

Palavras-chave: Metabolomica, Rotas metabdlicas, Espectroscopia de RMN; PCA;
Heatmap.



ABSTRACT

Metabolomics is the field of study that aims to identify patterns in the profile of endogenous
metabolites in a given biofluid and associate them with the biochemical status of the sample. It
is an approach used to support diagnosis and/or prognosis in various clinical conditions.
Although several studies suggest an association between periodontitis and breast cancer, the
biological mechanisms underlying this relationship are not yet fully understood. The present
study aimed to discriminate, through a metabolomics approach, the metabolic profiles of
patients with breast cancer and periodontitis from those with breast cancer without
periodontitis. An observational, descriptive, cross-sectional study was conducted using a non-
probabilistic convenience sample. The study was carried out at the Oncology Service of
HC/EBSERH/UFPE between July and December 2024. Women diagnosed with breast cancer
were included and distributed into two groups: with periodontitis and without periodontitis. A
total of 27 patients were initially invited to participate. However, after applying inclusion and
exclusion criteria, as well as accounting for spontaneous refusals, only 12 patients were
considered eligible and consented to participate, forming the final sample. These participants
underwent a full periodontal clinical examination and provided peripheral venous blood
samples for analysis by 'H NMR spectroscopy. Spectral data were used as input for the
metabolomics studies. Exploratory analysis included principal component analysis (PCA) and
a heatmap with hierarchical clustering. The heatmap indicated increased concentrations of
metabolites such as 4-hydroxyproline, 2'-deoxyguanosine, L-isoleucine, L-lysine, L-tyrosine,
and L-valine in patients with periodontitis associated with breast cancer. The observed results
indicate that it was possible to discriminate samples based on periodontitis diagnosis, and that
the alterations observed in the serum metabolic profiles of these volunteers are associated with
modulation of multiple biological pathways, notably branched-chain amino acid metabolism,
collagen metabolism, and oxidative stress. This study is pioneering in applying a metabolomics

strategy to investigate metabolic interactions between periodontitis and breast cancer.

Keywords: Metabolomics; Metabolic pathways; NMR spectroscopy; Principal Component
Analysis; Heatmap.
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1 INTRODUCAO

O cancer representa um desafio global, ndo apenas por sua elevada mortalidade, mas
também pelos impactos sociais, emocionais e economicos que impde a individuos, familias e
sistemas de satde. Estima-se que aproximadamente uma em cada quatro mortes por doencas
ndo transmissiveis no mundo esteja associada a algum tipo de cancer (BRAY et al., 2024). Em
2022, o cancer de mama feminino foi o segundo tipo de cancer com mais mortes no mundo,
ficando atrds apenas do cancer de pulmido (BRAY et al., 2024). Apesar dos avangos nas
pesquisas sobre o cancer de mama, ainda ha lacunas importantes no entendimento dos fatores
que contribuem para o desenvolvimento da doenga, uma vez que os riscos ja identificados nao
explicam completamente sua ocorréncia (ALVAREZ-MERCADO et al., 2023).

Neste cendrio, tornou-se relevante explorar hipoteses que conectam o cancer de mama a
outros fatores biologicos menos evidentes. Um dos focos emergentes ¢ a possivel relacao entre
a saude bucal e o cancer, especialmente no que diz respeito a periodontite, uma doenca
inflamatéria cronica que afeta os tecidos de suporte dos dentes (FENG et al., 2022;
HAJISHENGALLIS, 2015; PAPAPANOU et al., 2018). Essa condi¢do tem sido apontada como
potencial fator de risco para diferentes tipos de cancer (BAIMA et al., 2023), e sua relevancia
para o cancer de mama tem ganhado destaque a medida que novas evidéncias apontam conexdes
biologicas entre a disbiose microbiana oral e o desenvolvimento tumoral (HIEKEN ez al., 2016;
NEJMAN et al., 2020; PARHI et al., 2020).

Estudos mais recentes sugerem que certos patdgenos orais, como Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum), podem atuar diretamente sobre o microambiente tumoral ao
promover inflamagao cronica, estresse oxidativo e danos ao DNA, favorecendo o crescimento
e a disseminacdo das células cancerigenas (FUIIWARA ef al., 2020; HOARE et al., 2019).
Corroborando com essa hipotese, Gaba, Gonzalez e Martinez (2022) demonstraram um
aumento de 78% no risco relativo de desenvolvimento de cancer de mama em pacientes com
altos niveis de F. nucleatum associados a periodontite.

Além disso, dados experimentais mostram que a colonizagao de tumores mamarios por
F. nucleatum pode acelerar a progressao tumoral e facilitar a metastase, possivelmente por inibir
a resposta imune mediada por células T no microambiente do cancer (PARHI et al., 2020). De
maneira semelhante, LI et al. (2023) identificaram uma associagdo estatisticamente
significativa entre os niveis dessa bactéria, o tamanho do tumor e a presenca de metéstases.

Essa relacdo ¢ particularmente preocupante, considerando que a metastase ¢ responsavel por
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mais de 90% das mortes associadas ao cancer de mama (ALON-MAIMON; MANDELBOIM;
BACHRACH, 2022).

Apesar das diversas hipoteses levantadas sobre vias de interagdo entre a periodontite € o
cancer de mama, muitos dos caminhos moleculares propostos ainda ndo foram confirmados
(CHENG et al., 2020; GUO; YU; HUANG, 2024; SHI et al., 2018; VAN DER MERWE et al.,
2021; ZHANG et al., 2023). Isso se deve, em parte, a complexidade das duas condigdes e a
influéncia de fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos que modulam essa relacdo
(AZEVEDQO; PINA-VAZ; BALTAZAR, 2020). Diante dessa dificuldade, torna-se necessario
recorrer a abordagens capazes de capturar alteragdes bioquimicas sistémicas e fornecer uma
visdo integrada dos processos fisiopatologicos envolvidos.

A andlise do metaboloma permite a caracterizagdo abrangente e dinamica dos metabolitos
presentes em sistemas biologicos, refletindo diretamente o estado metabdlico atual do
organismo (WISHART, 2019). Essa abordagem tem se mostrado essencial para identificar
alteracdes bioquimicas associadas a processos patoldgicos, contribuindo para a compreensao
dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia de diversas doencas (JAYARAMAN et al., 2014).

A partir disso, surge o interesse em utilizar a abordagem metabonomica, uma vertente da
quimica analitica voltada para a identificacdo de metabolitos, como ferramenta para investigar
essa interface entre a periodontite e o cancer de mama. Essa estratégia tem se mostrado eficaz
na diferenciagdo entre populagdes com distintos perfis metabdlicos (CASTELLI ef al., 2022;
MAMAS et al., 2011) e permite rastrear as interagdes entre o organismo e seu ambiente,
oferecendo um olhar mais integrativo sobre processos de adoecimento (CASTELLI et al.,
2022).

Com isso, torna-se possivel ndo apenas aprofundar o entendimento dos mecanismos
bioldgicos subjacentes a relagdo entre essas doengas, mas também abrir caminho para o
desenvolvimento de estratégias de prevencao do cancer de mama que considerem a saude bucal
como componente relevante da saude sistémica (ISSRANI et al., 2021; NWIZU;
WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020). Nesse contexto, a manutencao da integridade dos
tecidos periodontais poderia atuar como uma medida complementar na melhoria dos desfechos
clinicos e na formulagdo de estratégias preventivas (GABA; GONZALEZ; MARTINEZ, 2022;
SHAO et al., 2018; SHI et al., 2018).

Até o momento, nao foram encontrados estudos que investiguem a relagdo entre o cancer
de mama e a periodontite sob a perspectiva metabonomica. Assim, a realiza¢do desse estudo
poderé ajudar a entender se existe um perfil de metabolitos endogenos que possa ser atribuido

a presenga simultanea de periodontite e cancer de mama em mulheres. Para tanto, este estudo
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visa discriminar amostras de pacientes com periodontite e cancer de mama daquelas com cancer

de mama isoladamente, por meio de uma abordagem metabondmica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Discriminar amostras de pacientes acometidas por periodontite e cancer de mama daquelas

acometidas por cancer de mama sem periodontite, através de uma abordagem metabonomica.

2.2 Objetivos especificos

v’ Identificar a prevaléncia da periodontite nas pacientes com cancer de mama atendidas
no Servigo de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE;

v Descrever os diagndsticos periodontais apresentados e correlacionar com a classificagido
do cancer de mama (tipo histolégico, grau, tipo molecular e estadiamento);

v’ Identificar os metabolitos endogenos responsaveis pela discriminagdo dos grupos

estudados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PERIODONTITE

3.1.1 Definigdo e epidemiologia

A periodontite € uma condi¢@o cronica, inflamatéria, multifatorial, associada ao biofilme
disbidtico e mediada pela resposta imune do hospedeiro, que compromete a integridade dos
tecidos de suporte dos dentes (FENG et al., 2022; HAJISHENGALLIS, 2015; PAPAPANOU
et al., 2018). Sua prevaléncia global varia entre 45% e 50%, com a forma mais grave afetando
aproximadamente 11,2% da populacdo, o que a torna a sexta doenga mais comum no mundo
(GENCO; SANZ, 2020; KASSEBAUM et al., 2014). No Brasil, a situagdo ¢ ainda mais
preocupante, pois o pais estd entre os seis com as maiores taxas de periodontite grave,
apresentando uma prevaléncia que varia entre 18,5% e 19,4% em adultos e idosos,
significativamente superior & média mundial (BRASIL, 2018; KASSEBAUM et al., 2014;
NASCIMENTO; ALVES-COSTA; ROMANDINI, 2024). Esse cenario pode estar relacionado
a fatores socioecondmicos e demograficos, como desigualdade de renda e baixa cobertura da
Estratégia Satde da Familia (VETTORE; MARQUES; PERES, 2013). Além disso, fatores
individuais como tabagismo e baixa escolaridade também estdo associados a maior prevaléncia

da doenga periodontal na sua forma mais grave (VETTORE; MARQUES; PERES, 2013).

3.1.2 Fatores de Risco

A suscetibilidade a doenca periodontal, como condi¢gdo multicausal, também estara
associada a fatores de risco ambientais e comportamentais, como héabito de fumar, mé higiene
oral, estresse e deficiéncias nutricionais de calcio e vitamina D (GENCO; BORGNAKKE,
2013; LOOS; VAN DYKE, 2020). Além disso, comorbidades como diabetes — fora da meta
glicémica — e obesidade também sdo fatores de risco associados a doenca (GENCO;
BORGNAKKE, 2013; LOOS; VAN DYKE, 2020). Fatores locais, como apinhamentos
dentarios, aparelhos ortodonticos e restauragdes com sobrecontorno, dificultam a higienizagao
e favorecem o aciimulo de biofilme (GENCO; BORGNAKKE, 2013; LOOS; VAN DYKE,
2020).

3.1.3 Patogénese e progressao

O biofilme disbidtico, agente precursor da periodontite, ¢ composto por microrganismos

agrupados em uma matriz complexa (ABDULKAREEM et al., 2023). O processo de formagao
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do biofilme inicia com a deposicao da pelicula adquirida, uma camada de macromoléculas que
se adere a superficie dentdria, criando uma base para a colonizagdo bacteriana
(ABDULKAREEM et al., 2023). Em seguida, comeca a coloniza¢do por bactérias livres na
cavidade oral, como Streptococcus spp € Actinomyces spp, espécies-chave em biofilmes orais,
que, por meio de suas adesinas, se ligam aos receptores da pelicula adquirida, facilitando a
colonizagdo inicial (JAKUBOVICS et al., 2021). A maturagdao do biofilme da placa dentaria
comeca com a proliferacdo dos colonizadores iniciais, produ¢do de matriz extracelular e
agregacao de colonizadores intermediarios e tardios, como a F. nucleatum e a Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis), bactérias anaerdbias gram-negativas que residem na cavidade oral e
estdo associadas ao desenvolvimento da doenga periodontal (ABDULKAREEM et al., 2023).
O estagio final do desenvolvimento do biofilme envolve o desprendimento das células da
colonia e sua dispersao, o que ¢ importante para a propagacao e sobrevivéncia das bactérias
(KAPLAN, 2010). (Figura 1)

Figura 1 — Processo de formagdo do biofilme dentario

(a) Formacao da (b) Colonizadores (¢) Maturagido (d) Dispersao
pelicula adquirida iniciais

Bactérias planctbnicas<

Superficie Dentéria

Fonte: Adaptado de Abdulkareem et al. (2023).

Embora o crescimento de biofilme, especialmente na regido subgengival, seja essencial
para o desenvolvimento da periodontite, ele ndo ¢ suficiente, por si sO, para a ocorréncia da
doenca (GENCO; BORGNAKKE, 2013; HAJISHENGALLIS, 2015). A transi¢ao do
periodonto saudavel para a periodontite envolve uma mudanga no microbioma, na qual
bactérias simbidticas sdo substituidas por patobiontes (bactérias gram-negativas, com parede
celular composta principalmente por lipopolissacarideo [LPS], uma endotoxina que
desempenha um importante papel na inflamagao local e sistémica, ativando a imunidade inata
e adaptativa) (PUSSINEN et al., 2022), promovendo a disbiose associada a periodontite
(ABDULKAREEM et al., 2023; CURTIS; DIAZ; VAN DYKE, 2020). No entanto, para que a
doenga se desenvolva, € necessaria a interagdo entre o biofilme disbidtico e uma resposta

inflamatodria desregulada, que resultard na degradagdo do periodonto e na manifestagdo da
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periodontite (BALTA; LOOS; NICU, 2017; LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018).
(Figura 2)

Figura 2 — Transicao do periodonto saudavel para a periodontite
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Em um periodonto saudavel, ha equilibrio entre a resposta imunologica leve e os desafios
locais, como a microbiota comensal, e isso estd associado a presenca de um numero adequado
de neutrdfilos e células imunes residentes no sulco gengival, como neutrofilos, macroéfagos e
linfocitos T (HAJISHENGALLIS.; KOROSTOFF, 2017; PAN; WANG; CHEN, 2019). A
colonizagdo por bactérias patogénicas pode perturbar esse equilibrio, desencadeando uma
resposta inflamatoria exacerbada, que acarreta a amplificacdo da cascata de citocinas pro
inflamatoérias, como IL-1, IL-6, IL-17 ¢ TNF-a (PAN; WANG; CHEN, 2019). Células T
auxiliares 17 (TH17), conhecidas por sua contribui¢do para a inflamagdo cronica em varias
doengas autoimunes, produzirdo a IL-17, que estimulara a expressdo do ligante do receptor
ativador do fator nuclear-kB (RANKL), induzindo a formagao de osteoclastos e promovendo a
reabsor¢ao 6ssea (COCHRAN, 2008; TSUKASAKI; TAKAYANAGI, 2019). Além disso,
neutrofilos recrutados também induzem a degradacdo do tecido por meio da expressdao de
enzimas proteoliticas, como a metaloproteinases de matriz (MMPs), e espécies reativas de
oxigénio (ROS), aumentando a inflamacdo e a destruicdo do tecido periodontal

(ABDULKAREEM et al., 2023).
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3.1.4 Diagnostico

A periodontite se caracteriza pela perda de suporte do tecido periodontal, evidenciada
através da perda do nivel de insercdo clinica (NIC), perda dssea alveolar avaliada
radiograficamente, presenca de bolsas periodontais e sangramento gengival (PAPAPANOU et
al., 2018). Clinicamente, a doenga pode ser detectada com o auxilio de uma sonda periodontal,
que mede a distancia entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e o fundo da bolsa periodontal, o
que define o NIC (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018). O diagndstico da doenga ¢
estabelecido quando o NIC é >3 mm em dois ou mais dentes ndo adjacentes, ou quando o NIC
> 3 mm estd associado a bolsas periodontais superiores a 3 mm em pelo menos dois dentes,
sejam adjacentes ou ndo (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018).

Segundo a classificagdo de doencas e condi¢des periodontais e peri-implantares
apresentada no Workshop Mundial de 2017, a periodontite pode ser classificada com base em
estagios e graus (PAPAPANOU et al., 2018). Os estagios avaliam a gravidade da doenca,
considerando a perda do NIC, perda 6ssea radiografica e perda dentéria, além da complexidade,
extensao e distribuicao da condi¢ao (Quadro 1) (PAPAPANOU et al., 2018). Por outro lado, os
graus vao refletir as caracteristicas biologicas da doenca, como evidéncia ou risco de progressao
rapida, resposta ao tratamento e impactos na saude sist€émica (Quadro 2) (PAPAPANOU et al.,
2018).

Quadro 1 — Classificacdo da periodontite em fungdo da severidade, complexidade e extensdo da condi¢ao

periodontal
Critérios Estagio | Estagio 11 Estagio II1 Estagio IV
Perda de inser¢do no
sitio interdental mais 122 mm 34 mm > 5 mm > 5 mm
grave
A Perda 6ssea Tergo coronario Tergo coronario da Ter¢o médio Tergo médio
radiografica da raiz (<15%) raiz (15%-33%) /apical da raiz /apical da raiz
Perda por Perda por
Perda dental Nenhuma perda por periodontite periodontite periodontite
<4 dentes > 5 dentes
Profundidade de Disfuncao
Profundidade de Profundidade de ~ sondagem > 6 mm mastigatoria
sondagem < 4 sondagem < 5 Perda 6ssea Trauma oclusal
B Local ‘mm ‘mm vertical > 3 mm secur}dério
Maioria dos Maioria dos Lesdo de furca Defeito de
defeitos defeitos classe IT /111 rebordo severo
horizontais horizontais Defeito de Colapso oclusal
rebordo moderado < 20 dentes
Localizado: <30% dos dentes
C Generalizado: > 30% dos dentes

Perfil incisivo/molar: apenas incisivos e primeiros molares

Em A, B e C sdo avaliadas a severidade, a complexidade e extensdo da condi¢ao periodontal, respectivamente.
Os critérios de complexidade dos estagios IIl e IV se somam aos observados no estagio anterior.

Fonte: Adaptado de Papapanou et al. (2018).
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Quadro 2 — Grau de periodontite em funcdo da progressdo da condi¢do periodontal

Grau B:

Grau A: ~ Grau C:
Progressao lenta Progressao Progressao rapida
moderada
Evidencia Perda 6ssea
. radiografica ~ Sem evidéncia de <2mmem 5
direta de . ~ >2 mm em 5 anos
~ ouperdade  perda de insergdo anos
progressao . ~
inserco
s 5
Criterio o perda <0725 0252 1,0 > 1,0
primario . . oOssea/idade
Evidencia Destruigdo excessiva
indireta de Muito biofilme Destrui¢cdo cao
~ - , para o biofilme,
progressao Fenotipo para compativel com <
- . sugere progressao
pequena destruigdo o biofilme L
rapida
. < >
Tabagismo Nao-fumante quante .10 Fgmante —.1 0
Fatores de cigarros/dia cigarros/dia
Modificadores risco
Normoglicémico/  HbAlc <7,0% HbAlc>7,0% em
Diabetes sem diagnostico de em paciente paciente com
diabetes com diabetes diabetes
Risco de Alta
impacto Inflamagdo sensibilidade <1 mg/L 1 a3 mg/L >3 mg/L
Sistémico da PCR

Fonte: Adaptado de Papapanou et al. (2018).

3.1.5 Tratamento e gerenciamento

A luz da vigente classificacdo de doencas e condi¢des periodontais e peri-implantares
(PAPAPANOU et al.,2018; TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018), Sanz et al. (2020)
publicaram novas diretrizes de pratica clinica para o tratamento da periodontite nos estagios I
a III. A diretriz estabelece que o tratamento da periodontite adota uma abordagem terapéutica
dividida em etapas. Além disso, os autores reiteram a necessidade da criagdo de um plano de
cuidados personalizado, que pode ser ajustado conforme necessario, durante a intervengao
(SANZ et al., 2020).

Ficou convencionado, assim, que a primeira etapa do tratamento consiste em oferecer ao
paciente informagdes sobre a doenca, com o objetivo de incentivar mudangas comportamentais
para a melhora da higiene oral, controle dos fatores de risco, realizacdo da raspagem de placa
supragengival e remoc¢ao de fatores de retengao (SANZ et al., 2020). A segunda etapa visa a
eliminagdo do biofilme e do calculo subgengival, para que a superficie radicular fique lisa e
sem cemento amolecido, e a implementacdo de agentes antimicrobianos adjuvantes
sistemicamente, como a amoxicilina combinada ao metronidazol (TEUGHELS et al., 2020), ou
localmente, como produtos a base de doxiciclina, tetraciclina e clorexidina (HERRERA et al.,
2020; SANZ et al., 2020). Caso a segunda etapa ndo seja suficiente, uma terceira etapa

envolvera procedimentos cirurgicos e instrumentagao subgengival adicional para tratar areas
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que ndo responderam inicialmente (SANZ et al., 2020). Superadas as etapas anteriores, o

tratamento periodontal de suporte sera necessario para que se mantenha a satde a longo prazo.

3.1.6 Prognéstico e impacto na satde geral

Caso a periodontite ndo seja tratada, levara a destruicdo progressiva do periodonto e
eventual perda dentéria, comprometendo a mastigacdo, nutricao, fala e estética, afetando, assim,
a qualidade de vida (HAJISHENGALLIS, 2022). Ademais, desde a década de 1990, diversos
estudos epidemioldgicos, experimentais e intervencionistas, t€ém demonstrado o impacto da
periodontite na saude sist€émica (GENCO; SANZ, 2020; OFFENBACHER et al., 1996). A
literatura aponta que a disbiose microbiana, presente nos casos de periodontite, aumenta o risco
do desenvolvimento de condi¢cdes como diabetes (SANZ et al., 2018; BAEZA et al., 2020; WU
et al., 2020), doengas cardiovasculares (HOPKINS et al., 2024; ORLANDI; GRAZIANI;
D’AIUTO, 2020; SANZ et al., 2020), cancer oral e colorretal, infec¢do do trato respiratorio,
Alzheimer e outras (BAIMA et al., 2023; BUI et al., 2019; CORBELLA et al., 2018).

A interagdo entre periodontite e doengas sistémicas acontece principalmente através do
epitélio ulcerado da bolsa periodontal, que apresenta uma superficie média de 8§ a 20 cm?
(HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2021) e permite que bactérias orais e seus metabolitos
toxicos, como LPS, entrem na corrente sanguinea e afetem locais distantes do corpo, causando
bacteremia, inflamagdo e estresse oxidativo (BECK et al., 2019; CHEN et al., 2022;
HAJISHENGALLIS, 2022; SFREDDO et al., 2017). (Figura 3)

Figura 3 — Disseminagao hematogénica das bactérias para a corrente sanguinea através do epitélio
ulcerado da bolsa periodontal

Fonte: Adaptado de Hajishengallis; Chavakis (2021).
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3.2 CANCER DE MAMA

3.2.1 Definigdo e epidemiologia

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pela proliferagdo descontrolada de células
transformadas, cujo crescimento € excessivo e desorganizado, sem coordenacdo com os tecidos
normais, € que persiste mesmo apds a remoc¢ao da causa que o originou (BROWN et al., 2023;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2023). Além disso, o cancer pode invadir partes adjacentes do
corpo ¢ se espalhar para outros orgdos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Excluidos os
tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama ¢ o mais incidente em mulheres brasileiras,
com taxas mais altas nas regides Sul e Sudeste (INCA, 2022). No estado de Pernambuco, foram
estimados 2.880 casos novos de cancer de mama feminino para o triénio 2023-2025 (INCA,
2022). Apesar da melhora das taxas de sobrevivéncia, a prevaléncia do cancer de mama
continua crescendo globalmente (NOLAN; LINDEMAN; VISVADER, 2023). Mulheres
sobreviventes de cancer de mama frequentemente enfrentam dificuldades para retomar
atividades devido a uma combinac¢dao de desafios fisicos, emocionais e sociais, impactando
negativamente seus relacionamentos, carreira e bem-estar geral (KEESING; ROSENWAX;

MCNAMARA, 2018).

3.2.2 Fatores de risco

Fatores de risco ndo modificaveis associados ao aumento do risco de cancer de mama
incluem o sexo feminino, devido a maior exposi¢ao hormonal, especialmente aos estrogénios,
que sdo conhecidos por estimular as células mamarias (KEY et al. 2013), e a idade avancada,
com a maioria dos casos ocorrendo em mulheres com mais de 50 anos (MCGUIRE et al., 2015).
Além desses, podemos destacar que a historia familiar de cancer de mama, mutacao nos genes
BRCAT1 e BRCA2, historia reprodutiva — menarca precoce, antes dos 12 anos; menopausa tardia,
apos os 55 anos; e nuliparidade estdo associados a um risco aumentado para o cancer de mama —,
densidade do tecido mamario e tratamento prévio com radioterapia na regido toracica também
podem ser determinantes ndao modificaveis significativos (LUKASIEWICZ et al., 2021). No
que diz respeito aos fatores modificaveis, destacam-se o uso de terapia de reposi¢ao hormonal
por longos periodos, dieta rica em alimentos processados e gorduras saturadas, consumo

excessivo de alcool e outros (LUKASIEWICZ et al., 2021).
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3.2.3 Patogénese — 0 microambiente tumoral

A evolugdo do tumor ¢ moldada pelo ambiente a sua volta, que, no caso dos tumores
solidos, € composto por células malignas, células ndo cancerosas — como fibroblastos e células
endoteliais —, células imunes, componentes da matriz extracelular e vasos sanguineos
(HIRATA; SAHAI 2017; CIERNIKOVA et al., 2022). Esse conjunto de elementos, conhecido
como microambiente tumoral (TME, do inglés Tumor MicroEnvironment), desempenha um
papel relevante na tumorigénese e na progressao do cancer (HANAHAN, 2022). Além disso, o
TME sofre influéncia direta da baixa disponibilidade de oxigénio, que resulta em hipdxia,
favorecendo modificagdes na vasculatura, alteragdes no metabolismo e um perfil

imunossupressor (ANDERSON; SIMON, 2020; LIAO et al., 2023). (Figura 4)

Figura 4 — Microambiente tumoral
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Fonte: Adaptado de Arner; Rathmell (2023).

Trabalhos mais recentes revelam que o TME ¢ composto, ainda, pela microbiota tumoral
(CIERNIKOVA et al., 2022), uma populacdo de bactérias presente no tumor que cumpre uma
funcdo determinante na regulagdo do microambiente (LITTLE et al., 2023). Quando essa
comunidade microbiana sofre alteragdes ocorre uma disbiose, que pode causar efeitos
prejudiciais ao corpo (HANAHAN, 2022), como a ocorréncia aleatoria de erros na replicagao
do DNA, resultando em diversos tipos de muta¢des (ALVAREZ-MERCADO et al., 2023). A
microbiota exercerd influéncia sobre a atividade das células tumorais através da regulacao de
vias oncogénicas, modula¢do da resposta imune e interagdo com metabdlitos derivados da
microbiota (CIERNIKOVA et al., 2022).

Nejman et al. (2020) relataram que a diversidade bacteriana encontrada nas amostras de

tumores de mama foi maior do que a encontrada em amostras do tecido mamario de mulheres
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saudaveis. Ademais, o estudo afirma que componentes bacterianos, como DNA, RNA e LPS,
foram detectados nos tumores de mama (NEJMAN et al., 2020; ALVAREZ-MERCADO et al.,
2023). Foi observado, ainda, que a F. nucleatum (bactéria proveniente da cavidade oral),
detectada anteriormente nos tumores colorretais, também foi encontrada nos tumores de mama
(NEJMAN et al., 2020), sendo essa responsavel pela liberagdo de espécies reativas de oxigénio
e sulfeto de hidrogénio no ambiente extracelular (ALVAREZ-MERCADO et al., 2023). Esses
compostos podem penetrar nas células humanas, aumentando o ambiente oxidativo e
contribuindo para a indugio de mutagdes no DNA (ALVAREZ-MERCADO et al., 2023). Além
disso, um estudo realizado por Parhi et al. (2020) demonstrou que F. nucleatum coloniza

preferencialmente a microbiota da mama.

3.2.4 Classificagao histoldgica, molecular e estadiamento

O cancer de mama pode se originar em diferentes areas da mama (Figura 5), incluindo
ductos, l6bulos ou tecido intersticial entre eles (FENG et al., 2018). Histologicamente, ¢
classificado em duas categorias principais: carcinoma in situ, onde as células permanecem
confinadas ao sistema ductal-lobular, e carcinoma invasivo, no qual as células se disseminam
para além dessa estrutura (ARAUJO et al., 2017). A forma mais comum de cAncer de mama é

o carcinoma ductal in situ (CDIS) (NOLAN; LINDEMAN; VISVADER, 2023).

Figura 5 — Anatomia mamaria
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Fonte: Oncoguia (2024).
Além disso, o cancer de mama pode ser classificado de acordo com o subtipo molecular,

que analisa amostras de tecido para identificar marcadores especificos, como receptor de
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estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR), receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2) e o marcador de proliferacao Ki67 (AL-THOUBAITY, 2020; NOLAN;
LINDEMAN; VISVADER, 2023). Com base nesses marcadores, os tumores sao classificados
em subtipos moleculares, incluindo Luminal A (ER+, PR+, HER2—, baixo Ki67), Luminal B
(ER+, PR+, HER24, alto Ki67), HER2 superexpresso (ER—, PR—, HER2+), e triplo-negativo
(ER—, PR—, HER2-) (GOLDHIRSCH et al., 2011; AL-THOUBAITY, 2020).

Além dos critérios mencionados, o cancer também pode ser classificado com base em sua
extensao anatdmica (T), comprometimento dos linfonodos regionais (N) e presenca de
metastases a distancia (M), conforme o sistema de estadiamento TNM (AMIN et al., 2017)
(Tabela 3). A classificagdo do cancer em diferentes estagios baseia-se na constatagao de que as
taxas de sobrevida variam significativamente de acordo com a extensao da doenga (HARBECK
et al., 2019). Pacientes com canceres restritos ao 6rgdo de origem apresentam taxas de
sobrevivéncia mais favoraveis em comparacdo com aqueles nos quais a doenga se dissemina

para 6rgdos adjacentes ou regioes distantes (HARBECK et al., 2019).

Quadro 3 — Estadiamento pelo sistema TNM

Estadiamento T N M
Estagio 0 Tis* NO MO
Estagio IA T1%* NO MO
Estagio IB 1o Nlmi - MO
T1** Nlmi MO

TO N1 MO

Estagio I1A T1** N1 MO
T2 NO MO

L. T2 N1 MO
Estagio IIB T3 NO MO
TO N2 MO

T1 N2 MO

Estagio IIIA T2 N2 MO
T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 NO MO

Estagio I11B T4 N1 MO
T4 N2 MO

Estagio IIC  Qualquer T N3 MO

Estagio IV Qualquer T Qualquer N M1
* Tumor in situ
** T1 incluindo T1mi (microscopico)
Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual, 8 th edition, 2017.
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3.2.5 Diagnostico

O diagnostico do cancer de mama ¢ fundamentado em uma abordagem tripartite que
compreende a avaliagdo clinica, exames de imagem e bidopsia (HARBECK et al., 2019). A
mamografia ¢ um exame radiografico amplamente empregado na triagem e no diagndstico
precoce, permitindo a identificacdo de anomalias mamarias em mulheres com 50 anos ou mais
(NELSON et al., 2016; BHUSHAN; GONSALVES; MENON, 2021). A ultrassonografia se
destaca na avaliacdo de alteragdes mamarias, especialmente em mulheres com tecidos
mamarios densos, sendo amplamente utilizado como modalidade inicial em mulheres jovens, e
para areas suspeitas ndo visualizadas na mamografia (HARBECK et al., 2019; BHUSHAN,;
GONSALVES; MENON, 2021). Além disso, ¢ preferencialmente empregada para a bidpsia
percutanea guiada por imagem (HARBECK et al., 2019).

Caso uma alteragdo com suspeita de malignidade seja identificada, a realizacdo de uma
biopsia € necessdria para a obtengdo de amostras de tecido, permitindo a confirmagdo
histopatoldgica do diagnéstico e a caracterizagdo do tipo de cancer (OBEAGU; OBEAGU,
2024). Com o cancer confirmado, as amostras patologicas devem ser submetidas a testes
adicionais para a avaliacdo dos receptores hormonais, a fim de guiar o planejamento do

tratamento (TRAYES; COKENAKES, 2021).

3.2.6 Tratamento

O tratamento do cancer de mama ¢ baseado em duas abordagens principais: a terapia
locorregional e a terapia sistémica (HARBECK et al., 2019). Essas abordagens sdo ajustadas
de acordo com o estagio da doenca e o subtipo molecular do tumor, o que orienta a escolha do
tratamento (HARBECK et al., 2019; TRAYES; COKENAKES, 2021). No estagio O,
caracterizado como carcinoma in situ, o tratamento geralmente envolve tumorectomia ou
mastectomia com biopsia do linfonodo sentinela, sendo a radioterapia indicada apenas para
casos de tumorectomia, com terapia endocrina prescrita por cinco anos, utilizando tamoxifeno
para pacientes pré-menopausais e tamoxifeno ou inibidor de aromatase para pés-menopausais,
enquanto imunoterapia e quimioterapia nao sao frequentemente empregadas (TRAYES;
COKENAKES, 2021).

Em casos de cancer de mama precoce (estagio I, IIA e IIB [T2N1]), mulheres com tumores
operaveis geralmente se submetem a cirurgia, € a maioria também requer terapia sistémica, que
pode ser administrada de forma neoadjuvante para tumores grandes ou adjuvante para diminuir
o risco de recorréncia, conforme indicado pelo resultado cirtirgico ou biomarcadores

(HARBECK et al., 2019). A terapia enddcrina pode durar até 10 anos, variando conforme o
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status hormonal, e a quimioterapia é considerada para cancer HER2-positivo, triplo-negativo
ou positivo para receptor hormonal, com orientagdo de testes moleculares (TRAYES;
COKENAKES, 2021).

O manejo do cancer de mama localmente avancado (estagios IIB [T3NO], IIIA, IIIB e ITIC)
geralmente envolve uma abordagem combinada de cirurgia de tumorectomia ou mastectomia e
dissec¢ao dos linfonodos axilares, terapias sistémicas e radioterapia seguem as diretrizes dos
estagios anteriores (TRAYES; COKENAKES, 2021). Para o cancer de mama metastatico
(estagios IV), o tratamento visa principalmente a reducao dos sintomas, aumento da sobrevida

e manutencdo da qualidade de vida (TRAYES; COKENAKES, 2021).

3.3 METABONOMICA

3.3.1 Defini¢ao

Metabolitos sdo espécies quimicas que sao produtos intermediarios ou finais de processos
celulares, resultantes da atividade de enzimas e proteinas (WORLEY; POWERS, 2013), e o
conjunto de todos os metabdlitos de baixa massa molecular (até 1500 Da) presentes em um
sistema biologico ¢ denominado metaboloma (CANUTO et al., 2017). Alteragdes patoldgicas
e fisiologicas associadas a doengas podem provocar variagdes nas concentragdes de metabolitos
e proteinas em fluidos e tecidos biologicos (EMWAS et al., 2013). Nesse contexto, a
metabondmica se define como uma abordagem que quantifica a resposta metabdlica dinamica
e multiparamétrica dos sistemas vivos a estimulos fisiopatologicos ou modificacdes genéticas
(NICHOLSON; LINDON; HOLMES,1999). Essa estratégia possibilita a analise de mudancas
nos perfis de metabolitos nos biofluidos em resposta a diferentes tipos de agressao, facilitando
a compreensao das interacdes metabolicas em condi¢des de doenga (ROBERTSON, 2005).

Embora os termos metabolomica e metabondmica sejam frequentemente utilizados como
sindnimos, eles apresentam distingdes conceituais importantes. De acordo com Dunn e Ellis
(2005), a metabolomica visa a identificacdo e quantificacdo absoluta de todos os metabolitos
presentes em uma amostra bioldgica. Em contraste, a metabondmica concentra-se na obtencao
de uma “impressdo digital metabolica” que reflita um determinado estado fisiologico ou
patologico, sem requerer necessariamente a identificagdo ou quantificacdo individual dos
metabolitos envolvidos (DUNN; ELLIS, 2005). Essa abordagem, portanto, adota uma
perspectiva mais exploratoria e comparativa, voltada a discriminacao entre grupos

experimentais com base em padrdes metabolicos globais (DUNN; ELLIS, 2005).
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3.3.2 Principais aplicagdes

Métodos que promovem uma andlise abrangente de dados biologicos de alta dimensao sdo
especialmente valiosos na identificagdo de padrdes moleculares associados a estados
fisiologicos complexos e inter-relacionados (ARAUJO et al., 2022). Quando o objetivo da
pesquisa ¢ identificar perfis metabdlicos gerais e descobrir novos metabolitos relacionados a
condi¢des bioldgicas ou doengas, realiza-se uma analise qualitativa do metaboloma (CANUTO
et al., 2017). Esse modelo examina uma ampla variedade de metabolitos de diferentes classes
quimicas, caracterizando a metabolomica global (do inglés, untargeted metabolomics)
(CANUTO et al., 2017). Devido a sua sensibilidade, alto rendimento e requisitos minimos de
amostra, a metabolomica ndo direcionada ¢ amplamente aplicdvel a diversos problemas
bioldgicos (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012). Por sua vez, a metabolomica alvo (do inglés,
targeted metabolomics) concentra-se na andlise quantitativa de metabolitos especificos,
selecionados com base em suas classes quimicas ou relevancia em rotas metabolicas (CANUTO
etal.,2017).

Além disso, uma classificagao rapida das amostras de acordo com sua origem ou importancia
biologica facilita a triagem de amostras e a identificagdo de padrdes (FIEHN, 2001). O termo
“impressao digital” metabolica (do inglés, fingerprinting) refere-se a um método de analise que
permite examinar amostras de forma global e rapida (ELLIS et al., 2007). Esse tipo de analise
¢ projetado para classificar as amostras — focando em biofluidos essenciais para a fungao celular
— e ajuda a identificar diferencas entre elas (ELLIS et al., 2007; WISHART, 2019). J4 o termo
“pegada” metabolica (do inglés, footprinting) ¢ uma analise dos (exo)metabolitos secretados ou

excretados por um organismo, como ilustrado na Figura 6 (ELLIS et al., 2007).

Figura 6 — Uma representacdo da diferenca entre a impressdo digital metabolica (a esquerda) e a
pegada metabdlica (a direita)
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Fonte: Wishart (2019).
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Dessa forma, metabonomica se destaca como uma das tecnologias 6micas mais poderosas,
capaz de detectar mudangas complexas e essenciais para o organismo (PUTRI ez al., 2013). Tal
abordagem permite identificar caracteristicas que métodos tradicionais podem ndo captar,
facilitando a descoberta de biomarcadores eficazes para diagnostico € monitoramento de
doencas (ARAUIJO et al., 2022; PUTRI et al., 2013). As alteragdes nos perfis metabolicos em
fluidos e tecidos biologicos podem ocorrer antes do aparecimento de sintomas clinicos,
tornando a metabondmica uma ferramenta 1til para prognosticos e predi¢ao de resultados na
area da satde (AL-SULAITI et al., 2023). A metabondmica clinica tem como objetivo avaliar
e prever condi¢des de satide e doenga por meio da andlise de “assinaturas metabodlicas” em
amostras de soro, plasma, urina, saliva, liquido cefalorraquidiano e outros (CEGLAREK et al.,
2009; DALAMAGA, 2024). Essas assinaturas sdo moldadas ndo apenas pelo genoma do
individuo, mas também por fatores epigenéticos resultantes de exposi¢des ambientais, além de
influéncias relacionadas a dieta e ao estilo de vida (CEGLAREK et al., 2009).

A sensibilidade dos metabodlitos a estimulos ambientais e a sinalizagcdo interna torna o
metaboloma uma fonte relevante para avaliar o fendétipo de uma pessoa (WISHART, 2019).
Essa abordagem, denominada “metabdtipo”, permite uma leitura detalhada do estado
metabolico (HOLMES; WILSON; NICHOLSON, 2008; WISHART, 2019). A capacidade de
"ler" quimicamente as condigdes fisiologicas tém levado a crescente aplicacdo da
metabondmica em pesquisas biomédicas, andlises nutricionais e andlises exploratorias do
metaboloma (WISHART, 2019). A identificacdo de metabolitos em células tumorais e tecidos
foi uma das primeiras aplicagdes da metabonOmica, destacando-se na andlise de vias
metabolicas essenciais, como o efeito Warburg, e impulsionando seu uso em pesquisas clinicas
(EMWAS et al., 2013).

O estudo de Hadi et al. (2017), por exemplo, investigou a identificagdo de metabolitos
relevantes para o diagnostico, classificacdo e estadiamento do cancer de mama. A analise de
307 amostras de soro, incluindo 152 de pacientes com cancer e 155 de controles saudaveis,
revelou diferencas significativas nos niveis de metabolitos entre os grupos (HADI et al., 2017).
Sete metabdlitos se mostraram particularmente relevantes para o diagnostico, 18 para a
classificacdo e 23 para o estadiamento, todos apresentando valores estatisticamente
significativos (HADI et al., 2017). As alteragdes metabolicas observadas incluiram niveis
alterados de acidos graxos, ésteres de acidos graxos, alcanos, hidrocarbonetos aromaticos,
aminas, amidas, compostos carbonilicos e agtcares no soro de pacientes com cancer de mama
(HADI et al., 2017). A anélise metabolica revelou distirbios em algumas vias, incluindo o

metabolismo da galactose, amido, sacarose, agucares amino e nucleotidicos, frutose, manose,
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biossintese de acidos graxos e metabolismo das purinas (HADI et al., 2017). Em contraste, o
estudo demonstrou niveis mais elevados de glicopiranosideo no grupo saudavel (HADI et al.,
2017).

O estudo realizado por Chen et al. (2018) revelou diferencas significativas nos perfis
metabolicos do soro entre pacientes com periodontite agressiva generalizada (GAgP, do inglés
generalized aggressive periodontitis) e individuos saudaveis, evidenciando as alteragdes
bioquimicas associadas a doenca. Os pacientes com GAgP apresentaram aumentos
significativos em metabodlitos como ureia e alo-inositol, e redug¢des significativas em
metabolitos essenciais, como glutationa, 2,5-dihidroxibenzaldeido, 4acido adipico e 2-
desoxiguanosina (CHEN et al., 2018). Essas diminui¢des sugerem um comprometimento na
capacidade antioxidante e na regulacdo metabodlica, refletindo a desregulagdo do metabolismo
em resposta a inflamacdo periodontal (CHEN et al., 2018). Essas alteracdes nao apenas
ressaltam a complexidade da resposta metabodlica a periodontite, mas também abrem
possibilidades para a identificagdo de biomarcadores que podem facilitar o diagnostico precoce
e a compreensdo dos mecanismos patolégicos subjacentes a GAgP (CHEN et al., 2018).

Foram identificados apenas dois estudos que investigaram o metabolismo do soro de
pacientes com periodontite (CHEN et al., 2018; ELABDEEN et al., 2013). Esse niimero
limitado de pesquisas pode ser atribuido ao fato de que a coleta de saliva, em comparagdo com
0 soro, apresenta vantagens como a aquisi¢cao por individuos ndo treinados, além de ser um
método ndo invasivo e indolor (BRITO; CURCIO; DA SILVA FIDALGO, 2022). Por outro
lado, o uso da saliva para estudos metabolomicos apresenta algumas limitagdes importantes.
Embora esse biofliido compartilhe muitos dos componentes encontrados no soro, 0s
metabolitos de interesse tendem a estar em concentragdes muito mais baixas, o que exige a
aplicacdo de técnicas analiticas mais sensiveis para sua detec¢do (HY VARINEN et al., 2021).
Além disso, a reducdo do fluxo salivar pode influenciar o metaboloma, alterando a composicao
da saliva de forma expressiva (HY VARINEN et al., 2021). Outra dificuldade é que disturbios
comuns, como lingua fissurada, lingua geografica, lingua pilosa e atrofia filiforme, também
podem modificar o perfil metabdlico salivar, tornando os resultados ainda mais suscetiveis a
variagdes (HY VARINEN et al., 2021).

As descobertas sobre os perfis metabolicos em doencgas cronicas como a periodontite € o
cancer de mama ndo apenas elucidam as alteragdes bioquimicas associadas a doenca, mas
também sublinham a relevancia da metabolomica como uma técnica capaz de identificar essas

mudancas de forma precisa e eficaz.
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3.3.3 Principais plataformas analiticas

A metabonOmica emergiu a partir do progresso em métodos analiticos e bioinformatica
(DALAMAGA, 2024). Essa abordagem utiliza ferramentas sofisticadas de quimica analitica,
como espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas
(EM), combinada com técnicas cromatograficas, como cromatografia em fase gasosa (GC-MS)
e cromatografia em fase liquida (LC-MS) (CASTELLI ef al., 2022; DALAMAGA, 2024).

A espectroscopia de RMN ¢ uma técnica analitica que utiliza campos magnéticos e pulsos
de radiofrequéncia (RF) para investigar niicleos atdmicos com spin nuclear diferente de zero,
como hidrogénio-1 e carbono-13, permitindo a determinagdo da estrutura e da quantidade de
metabolitos em um espécime bioldgico a partir do espectro gerado, conforme ilustrado na
Figura 7 (DUNN; ELLIS, 2005; RHEE; GERSZTEN, 2012). Na presen¢a de um campo
magnético, os estados de spin apresentam energia diferente (DUNN; ELLIS, 2005). A aplicagdo
do pulso de RF permite que os spins possam absorver energia, saindo do estado de menor
energia (estado fundamental) para o de maior energia (estado excitado) (HAGE; IWASAKI,
2009). Quando o pulso de RF ¢ cessado, os spins voltam ao estado fundamental, liberando a
energia absorvida, que ¢ detectada pelo espectrometro (SOUSA; DARTORA, 2021). A
frequéncia de ressonancia (da energia absorvida/emitida) ¢ dependente do ambiente quimico
daquele spin, enquanto a intensidade do sinal ¢ proporcional a quantidade do analito (MAYR,
2008). Assim, € possivel identificar o composto (no caso, o metabodlito), bem como estimar sua

concentracao relativa no meio.

Figura 7 — Esquema de um espectrometro de RMN
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Fonte: Nanobusiness (2024)

Essa técnica ¢ considerada uma forma de impressao digital de alto rendimento, pois permite
a andlise simultanea de multiplos compostos (DUNN; ELLIS, 2005). Para isso, amostras de
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biofluidos sdo misturadas com um composto de referéncia, como o dacido timetilsilano
propandico (TPS), e inseridas na sonda do instrumento, possibilitando a identificagdo e
quantificagdo de diferentes metabolitos (DUNN; ELLIS, 2005; EMWAS et al., 2013).

A RMN ¢ uma técnica que oferece alta reprodutibilidade e a capacidade de analisar
amostras sem destrui-las, permitindo multiplas analises na mesma amostra ao longo do tempo,
o que da a esse método uma série de vantagens sobre outras técnicas analiticas (BHARTI; ROY,
2012). Embora a sensibilidade da RMN seja baixa em comparagdo com a espectrometria de
massa, ela pode ser melhorada por técnicas como a polarizagdo nuclear dinamica
(BIEDENBANDER et al., 2022). Outra vantagem da RMN ¢ a simplicidade na preparacdo das
amostras e o curto tempo experimental necessario para algumas analises, como na RMN de
hidrogénio-1 (‘H) (EMWAS et al., 2013), na qual a obten¢do do dado espectral consome de 10
a 15 minutos por amostra (BECKONERT et al., 2007). No entanto, essa técnica € limitada no
nimero de metabolitos detectaveis e € considerada inferior em andlises direcionadas (EMWAS
etal.,2013).

Por outro lado, a Espectrometria de Massas (EM ou MS, do inglés Mass Spectrometry)
oferece uma sensibilidade muito maior, capaz de detectar uma vasta gama de metabolitos com
mais de 500 alvos detectaveis em amostras de urina, por exemplo (EMWAS et al., 2013).
Contudo, a técnica € destrutiva, o que significa que a amostra ndo pode ser reutilizada, e exige
uma preparacao mais laborosa das amostras, como a necessidade de cromatografia liquida para
separar diferentes classes de compostos antes da detecgdo (NICHOLSON; LINDON, 2008).
Em termos de tempo experimental, a EM pode ser mais rapida que a RMN em certas analises,
especialmente quando se utiliza inser¢do direta (JUNOT et al., 2014). Todavia, essa abordagem
¢ pouco utilizada, pois exige uma manutencdo preventiva do espectrdmetro em menores
intervalos de tempo. Em geral, a EM ¢ empregada apds uma corrida cromatografica,
demandando um tempo de analise da ordem de 30-40 minutos por amostra além do tempo
necessario para elaboragdo da amostra. Por fim, a EM se destaca em analises direcionadas e ¢
amplamente utilizada para identificar e quantificar metabdlitos em tecidos (EMWAS et al.,
2013).

O potencial da espectroscopia de RMN de 'H de alta resolugdo para detectar uma ampla
gama de metabdlitos, oferecendo um 'instantaneo’ metabolico (BECKONERT et al., 2007)
aliado a sua eficacia na analise de biofluidos com minimo tratamento das amostras (WORLEY;
POWERS, 2013) qualifica essa técnica como a solucdo mais apropriada para o presente estudo.
No entanto, as assinaturas metabondmicas, frequentemente definidas em contextos de pesquisa

clinica, apresentam desafios significativos para sua implementacao na pratica clinica rotineira,
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devido a sua natureza multiparamétrica que envolve dezenas de metabolitos e pequenas
variacdes de concentragdo entre os grupos (CASTELLI et al., 2022). Para que essas assinaturas
se tornem mais utilizdveis na pratica clinica, ¢ fundamental simplificar os resultados e adotar
uma abordagem quantitativa, utilizando ferramentas estatisticas e de aprendizado de maquina
que ajudem a identificar e destacar os componentes-chave (CASTELLI et al., 2022). Quando
se trata da aplicagdo em problemas quimicos, esses métodos estatisticos sao chamados de

métodos quimiométricos (LYRA et al., 2010).

3.3.4 Principais formalismos de estatistica multivariada

A analise multivariada refere-se ao conjunto de técnicas estatisticas que lidam com
multiplas varidveis simultaneamente, com o objetivo de compreender melhor as relagdes e os
padrdes existentes entre elas em um determinado contexto de estudo (HAZRA; GOGTAY,
2017). Esses métodos sdo essenciais para distinguir classes em conjuntos de dados complexos,
mesmo na presenca de variabilidade interna (WORLEY; POWERS, 2013).

De modo geral, a andlise multivariada ¢ comumente estruturada em duas grandes
categorias: aprendizagem supervisionada e aprendizagem nao supervisionada (DONA et al.,
2016; MILLER; NAGY; SCHLUETER, 2018). Modelos de aprendizagem supervisionada
utilizam dados rotulados — com caracteristicas e variavel de resposta conhecidas — para treinar
algoritmos capazes de classificar novas instdncias com base em padrdes previamente
aprendidos (CHOUDHURY et al., 2024). Em contraste, técnicas ndo supervisionadas operam
sobre dados ndo rotulados, buscando identificar estruturas ou agrupamentos ocultos sem
orientagdo externa (CHOUDHURY et al., 2024). No estudo aqui apresentado, utilizamos
apenas métodos ndo supervisionados, visando identificar agrupamentos naturais das amostras

nas classes de interesse.

3.3.4.1 Métodos Nao Supervisionados

3.3.4.1.1 Analise Hierarquica de Clusters

A andlise hierarquica de cluster (HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis) ¢ uma
técnica estatistica utilizada para agrupar objetos ou varidveis com base em suas semelhangas ou
diferencas, com o objetivo de construir uma hierarquia de agrupamentos representada por um
dendrograma, como apresentado na Figura 8 (CAESAR; KVALHEIM; CECH, 2018;
MIRZAEI et al., 2022). Essa representagdao visual permite identificar como os grupos se

organizam progressivamente em diferentes niveis de similaridade, facilitando a interpretagdo
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de padrdes ou estruturas latentes nos dados (CAESAR; KVALHEIM; CECH, 2018; XU;
WUNSCH, 2005).

Figura 8 — O dendrograma ilustra a organizagao hierarquica dos agrupamentos gerados pela analise de
cluster. O eixo x representa as amostras, ¢ o e¢ixo y indica a distancia ou dissimilaridade entre elas. A
estrutura em arvore mostra como os grupos se formam progressivamente com base em suas
similaridades
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Fonte: AnalyticsVidhya (2019)

A HCA ¢ particularmente eficaz na analise exploratéria de perfis quimicos e em contextos
em que nao ha rétulos predefinidos (CAESAR; KVALHEIM; CECH, 2018). Além disso, tem
se consolidado como uma ferramenta importante na andlise de dados bioldgicos de alto
rendimento, como na identificacao de padrdoes metabdlicos associados a diferentes condig¢des
biologicas (HEINZMANN et al., 2022). Como uma subcategoria da analise de cluster, a HCA
compartilha a premissa de agrupar objetos com base em caracteristicas comuns, utilizando
métricas de proximidade, como distdncias ou similaridades, para guiar a formacdo dos
agrupamentos (GAO et al., 2023; MIRZAEI et al., 2022).

No exemplo apresentado na Figura 8, se considerarmos uma distancia 12, temos dois
grupos, sendo o primeiro formado pelas amostras 1, 2 e 4; o segundo grupo ¢ formado pelas

amostras 3 € 5.
3.3.4.1.2 Analise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) é
uma técnica estatistica nao supervisionada que se concentra na redugao da dimensionalidade e
na captura da variancia maxima dos dados, independentemente de classes ou rotulos a que a
amostra pertenca (GREENACRE et al., 2022). Seu objetivo ¢ transformar dados complexos em

uma versao simplificada por meio da reducdo da dimensionalidade, permitindo uma anélise
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mais eficiente enquanto preserva as caracteristicas essenciais dos dados (RINGNER, 2008).
Para isso, a PCA extrai informacgdes relevantes da tabela de dados e as representa por meio de
novas variaveis ortogonais, conhecidas como componentes principais, obtidas a partir de
combinacgdes lineares das variaveis originais (ABDI; WILLIAMS, 2010). Dessa forma, a PCA
revela o padrdo de similaridade entre observagdes e variaveis, representando-as como pontos
em um novo sistema de coordenadas definido pelas Componentes Principais (PC) (ABDI;

WILLIAMS, 2010), conforme ilustrado na Figura 9.

Figura 9 — Grafico de escores da Analise de Componentes Principais, usando duas componentes
principais. As diferentes classes estdo apresentadas por cores distintas
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Fonte: Adaptado de Towardsdatascience (2020).

E importante destacar que, em geral, a matriz de dados contém caracteristicas de variaveis
com significados e unidades distintas, o que exige um pré-processamento adequado para
permitir combinagdes apropriadas (LYRA et al., 2010). Esse pré-processamento ¢ normalmente
realizado por meio do autoescalamento, que centraliza os dados pela média e os normaliza pelo
desvio padrao, garantindo que todas as variaveis influenciem os resultados de maneira

equitativa e se tornem adimensionais (LYRA et al., 2010).

3.3.5 Visualizagao dos Dados

As ferramentas para a visualizacdo de dados geram representagdes graficas empregadas na
analise multivariada para facilitar a identificacdo de padrdes, agrupamentos e relagdes entre

variaveis e amostras (MILDAU et al., 2024).
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3.3.5.1 Dendrograma

Como visto anteriormente, o dendrograma ¢ resultado de um agrupamento hierarquico em
forma de arvore, que ilustra as relagdes entre os objetos com base em seus graus de similaridade
(LABBE; LANDETE; LEAL, 2023). Nesse tipo de representagdo, elementos com maior
similaridade sdo agrupados nos niveis mais baixos da arvore, sendo conectados antes daqueles
que apresentam menor proximidade (LABBE; LANDETE; LEAL, 2023).

Em um dendrograma, os nos correspondem aos pontos de jungdo entre elementos ou grupos
de elementos, compondo a estrutura da arvore (XU; WUNSCH, 2005). Existem trés tipos
principais de nos: os nds folha representam objetos individuais do conjunto de dados, como
amostras ou variaveis especificas; os nés intermedidrios indicam a fusdo entre dois objetos ou
agrupamentos com base em sua similaridade; e o nd raiz, localizado no topo da estrutura,
representa a unido de todos os elementos em um Unico grupo, simbolizando o conjunto
completo de dados analisados (XU; WUNSCH, 2005). A altura em que essas unides ocorrem
ao longo da arvore reflete a distancia entre os elementos agrupados (XU; WUNSCH, 2005)
(Figura 10).

Figura 10 — Dendrograma representando a similaridade entre os elementos da amostra. O grafico esta
disposto horizontalmente, com os objetos numerados de 1 a 17 no eixo vertical. As jungdes (clusteres)
indicam a formagdo de grupos conforme o grau de semelhanga. A escala na parte inferior representa a

distancia entre os componentes, permitindo a visualiza¢ao do nivel de proximidade entre os
agrupamentos. Quanto mais proximo do 0 menor a distancia entre os elementos.
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Fonte: Stackoverflow (2013).
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3352 Mapa de Calor

O mapa de calor (do inglés, heatmap) é uma ferramenta estatistica amplamente empregada
na visualiza¢do de dados matriciais, representando a magnitude das variaveis por meio de
variagdes cromaticas, em que cada célula € colorida proporcionalmente ao seu valor numérico
(BABICKI et al., 2016; GU, 2022). Essa codifica¢do visual estabelece uma correspondéncia
direta entre cor e intensidade, facilitando a identificacdo de padrdes, correlagdes e outliers,
especialmente em conjuntos de dados de alta dimensionalidade (BABICKI et al., 2016;
BOJKO, 2009).

Combinados a métodos de agrupamento baseados em similaridade ou dissimilaridade, os
mapas de calor tém sido amplamente empregados na andlise exploratéria de dados,
notadamente na investigacdo de perfis de expressdo génica, proteica e metabolica (BABICKI
et al., 2016). Quando integrados ao agrupamento hierarquico, esses graficos permitem a
reordenacao de linhas e colunas na matriz de dados, agrupando elementos com padrdes
semelhantes (GU, 2022; GU; HUBSCHMANN, 2022).

A inclusao de dendrogramas nas margens do mapa sintetiza as relagoes hierarquicas entre
os agrupamentos, proporcionando uma representacdo compacta e informativa da organizagao
interna dos dados (Figura 11) (WILKINSON; FRIENDLY, 2009). A capacidade de revelar
agrupamentos naturais torna o mapa de calor com cluster uma das ferramentas mais eficazes e
difundidas na andlise de dados de alta dimensionalidade nas ciéncias biologicas (GU;

HUBSCHMANN, 2022).

Figura 11 — Exemplo de Dendograma do heatmap — Grupo Controle versus Grupo Doenga
(cancer de mama). As variaveis investigadas estdo listadas ao lado.
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3.3.6 Abordagem Estruturada para Interpretacdo de Dados Metabondmicos

E possivel observar, assim, que a anélise de dados metabondmicos é desafiadora devido a
variabilidade intrinseca de cada amostra (WORLEY; POWERS, 2013) e a complexidade dos
conjuntos de dados, que dificulta a representacdo grafica e torna a exploragdo — como
identificacdo de tendéncias, comparagdao de grupos e visualizacdo de distribui¢des — mais
trabalhosa (RINGNER, 2008). Para mitigar esses problemas, a analise de dados metabondmicos

r

segue etapas que incluem a fase pré-analitica, que ¢ essencial na andlise de metabdlitos,
abrangendo a coleta e a preparacao de amostras, que podem incluir a extracdo de metabolitos e
a remoc¢ao de macromoléculas (HUANG et al., 2022). ApoOs essa etapa, a geracdo de dados
ocorre através da aquisicdo com parametros experimentais adequados e do processamento
espectral, apresentando os resultados como compartimentos discretos que refletem a area sob o
espectro ou as concentragdes individuais de metabdlitos (HUANG et al., 2022). A anélise dos
dados envolve o pré-tratamento, a identificagdo de metabdlitos relevantes e a interpretacao
biologica, que contextualiza esses metabdlitos significativos (HUANG et al., 2022). (Figura
12)

Figura 12 — Principais etapas do desenvolvimento de um estudo metabonémico
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3.4 ASSOCIACAO ENTRE PERIODONTITE E CANCER DE MAMA

A literatura cientifica tem trazido cada vez mais evidéncias sobre a associacdo entre a
periodontite e o cancer de mama (ABOLHASANI-ZADEH et al., 2025; CORBELLA, 2018;
GABA; GONZALEZ; MARTINEZ, 2022; PARHI et al., 2020; SFREDDO et al., 2017; SHAO
et al., 2018; SHI et al., 2018). Essa relagao foi inicialmente observada em estudos de coorte
que investigavam a conexao entre a periodontite e diversos tipos de cancer, os quais revelaram
uma associagdo estatisticamente significativa entre a periodontite e o desenvolvimento do
cancer de mama (ARORA et al., 2010; HUJOEL et al., 2003). No entanto, ainda ha escassez
de literatura sobre essa relagdo, e os resultados tém se mostrado conflitantes (NWIZU;
WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020).

O primeiro estudo a estabelecer a conexdo entre periodontite e cancer foi realizado por
Hujoel et al. (2003) na coorte do NHANES 1 (National Health and Nutrition Examination
Survey), evidenciando que pessoas com periodontite apresentavam um risco elevado de
mortalidade por cancer. Embora o estudo tenha enfatizado especialmente a relagdo com o cancer
de pulmdo, também sugeriu que a presenca de periodontite poderia aumentar em 32% o risco
de morte por cancer de mama (HUJOEL et al., 2003). Além disso, Arora et al. (2010) analisaram
uma coorte de gémeos suecos e encontraram um aumento de 15% no risco total de cancer entre
os participantes com periodontite, além de um aumento de 12% no risco de cancer de mama.

Soder et al. (2011) realizaram um estudo que investigou especificamente a relagdo entre
periodontite e cancer de mama, identificando uma associacdo estatisticamente significativa
entre periodontite, diagnosticada por exame clinico periodontal, e a incidéncia de cancer de
mama. Os resultados revelaram que participantes com periodontite e auséncia de molares
apresentaram um aumento de 5,5% na taxa de incidéncia de cancer de mama, em contraste com
apenas 0,5% entre aqueles com periodontite sem perda dentaria (SODER et al., 2011). O estudo
destacou a auséncia de molares como um preditor independente para o cancer de mama,
evidenciando um aumento de 136% no risco de desenvolvimento desse tipo de cancer (SODER
etal.,2011).

Posteriormente, uma coorte retrospectiva realizada por Chung et al. (2016) com dados do
"Longitudinal Health Insurance Database 2000" de Taiwan encontrou um risco aumentado de
cancer em individuos com periodontite, revelando um aumento de 23% no risco de cancer de
mama apos cinco anos de acompanhamento. No entanto, os autores reconheceram a falta de
ajuste para fatores de confusdo, como histdrico familiar e tabagismo (CHUNG ef al., 2016).

Além disso, a periodontite se mostrou associada a uma maior probabilidade de cancer de mama

40



invasivo em mulheres na pds-menopausa, principalmente entre aquelas com histérico de
tabagismo, apresentando um risco 14% maior em comparagdo com as mulheres sem a doenca
(FREUDENHEIM et al., 2016).

Em seguida, Nwizu et al. (2017) conduziram um estudo prospectivo no “Women's Health
Initiative Observational Study”, com 65.869 mulheres, e constataram que a periodontite
aumentou em 14% o risco total de cancer e em 13% o risco de cancer de mama, em comparagao
com as mulheres sem a condi¢do periodontal. Entretanto, vale ressaltar que a avaliagdo da
historia da doenga periodontal por meio de questiondrios de autorrelato pode ter levado a
subnotificacdo da condi¢do, o que pode ter impactado a associagdo observada, reforcando a
necessidade de atencao a esses possiveis vieses em estudos semelhantes (NWIZU et al., 2017).

Um estudo de caso-controle realizado no Hospital Universitario de Santa Maria (UHSM),
Brasil, revelou que mulheres com cancer de mama apresentaram perda do NIC
significativamente maior do que aquelas no grupo controle, sem cancer, com um valor p de 0,04
(SFREDDO et al., 2017). Além disso, as mulheres diagnosticadas com periodontite tinham de
duas a trés vezes mais chances de desenvolver cancer de mama em comparagdo com aquelas
sem a doenca periodontal (SFREDDO et al., 2017). Os resultados mostraram que a
"periodontite severa generalizada", aumentou em 161% o risco de desenvolver cancer de mama,
e que, considerando o NIC médio, o aumento foi ainda mais acentuado, chegando a 244%
(SFREDDO et al., 2017).

Os resultados de uma coorte realizada por Dizdar et al. (2017) sustentam a associagdo entre
periodontite € o aumento do risco de cancer de mama, mostrando que pacientes com
periodontite, acompanhados por 12 anos em hospitais da Universidade Hacettepe, apresentaram
um risco 77% maior de desenvolver cancer, com as mulheres tendo um risco 140% superior em
relacdo a populagdo geral. De maneira semelhante, a pesquisa de Giiven et al. (2019) analisou
dados do Registro Nacional de Cancer da Turquia, em 5.199 pacientes, por um periodo médio
de 7,2 anos, revelando que individuos com periodontite tinham um risco 17% maior de cancer,
e que as mulheres diagnosticadas com a condi¢do apresentaram um risco 119% maior de
desenvolver cancer de mama.

Dessa forma, os estudos publicados enfatizaram a necessidade de novas pesquisas para
explorar os mecanismos subjacentes que ligam a periodontite ao cancer de mama (DIZDAR et
al., 2017). A partir disso, ensaios em modelos murinos, bem como revisdes ¢ meta-analises,
foram realizados para compreender a relagdo entre essas doengas (ISSRANI, R. et al., 2021;
LITTLE et al., 2023; PARHI et al., 2020; SHAO et al., 2018; SHI et al., 2018). Os trabalhos

sugerem que patdgenos associados a periodontite, como a P. gingivalis e a F. nucleatum, podem
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atuar como modificadores de risco no desenvolvimento do cancer, através de propriedades
oncogénicas, como a indu¢ao da expressdo de genes relacionados a proliferacao celular,
promogao local de disbiose, inflamagdo cronica (com a liberag¢ao de radicais livres, citocinas e
degradacao da matriz extracelular), evasao imunoldgica e dano epigenético (BAIMA et al.,
2023; HOARE et al., 2019; FUITWARA et al., 2020).

A presenca da F. nucleatum no microbioma do cancer de mama (HIEKEN et al., 2016;
NEJMAN et al., 2020) corrobora a hipdtese de que fusobactérias podem alcangar tumores por
meio da circulagao sanguinea (ALON-MAIMON; MANDELBOIM; BACHRACH, 2022). A
F. nucleatum promove a colonizag@o de células cancerigenas por meio do reconhecimento da
galactose-N-acetilgalactosamina (Gal-GalNAc) (PARHI et al., 2020), um oncoantigeno
superexpresso no cancer de mama, que ¢ fundamental para a especificidade da colonizacao
tumoral por fusobactérias (ALON-MAIMON; MANDELBOIM; BACHRACH, 2022). Essa
interacdo ocorre por meio da proteina autotransportadora Fap2, localizada na superficie da F.
nucleatum, e tem um papel central na adesao bacteriana as células hospedeiras (ABED et al.,
2016; PARHI et al., 2020).

Além disso, Van der Merwe et al. (2021) afirmaram que a F. nucleatum pode contribuir
para a progressdo do cancer de mama de maneira dependente do receptor toll-like 4 (TLR4) e
por meio de mecanismos de imunomodulagdo. O LPS da parede celular desse microrganismo
gera um estimulo inflamatdrio que ativa a resposta imune inata (CHENG et al., 2020). Nesse
contexto, o0 TLR4 desempenha um papel chave ao reconhecer o LPS e amplificar a cascata de
sinalizagdo do inflamossomo, por meio da ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB) pela rota
TLR4/MyD88, promovendo a expressdo de citocinas pro-inflamatérias e a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (CHENG et al., 2020). Posteriormente, o NF-kB ingressa
no nucleo celular, resultando no aumento da expressao do gene BIRC3, impedindo a apoptose
ao inibir a ativag¢ao da Caspase-8 (ZHANG et al., 2023; GUO; YU; HUANG, 2024).

Ainda assim, apesar dos estudos sugerirem possiveis hipdteses para justificar uma conexao
entre a periodontite e o cancer de mama, estamos nos estagios iniciais da compreensao dos
mecanismos bioldgicos envolvidos (SHI et al., 2018). Diferencas no desenho dos estudos, a
forma de avaliagdo da condigao periodontal e a falta de ajuste para fatores de confusdo podem
gerar resultados contraditérios (ISSRANI et al., 2021).

E possivel observar que alguns estudos (ARORA et al., 2010; FARHAT et al., 2021;
FREUDENHEIM et al.,2016; JIA et al.,2020; NWIZU et al.,2017; WU et al., 2023) utilizaram
métodos alternativos para determinar a periodontite, como a autorreferéncia da condigdo e

perda dentéria, o que resulta em falta de uniformidade na defini¢do de casos de periodontite
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nesses estudos (NWIZU; WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020). Isso pode levar a um erro
no diagnostico da doenga e a uma classificagdo equivocada da exposi¢ao a periodontite,
afetando a forga dessa associacdo (ISSRANI et al., 2021).

Em 2012, durante o Workshop Conjunto da Federagao Europeia de Periodontologia e da
Academia Americana de Periodontologia sobre "Periodontite e Doencas Sistémicas", os
organizadores sugeriram que, para validar a existéncia de uma possivel associagdo causal entre
periodontite e cancer, os estudos deveriam utilizar defini¢des precisas e consensuais de doencas
periodontais, estabelecidas pela comunidade cientifica, evitando o uso de marcadores
substitutos (NWIZU; WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020).

O desenvolvimento de estudos de coorte, com exame periodontal padronizado e
diagnodstico de periodontite de acordo com a nova classificacdo de doencas e condicdes
periodontais e peri-implantares (PAPAPANOU et al., 2018), poderia fornecer informagdes
sobre como a periodontite se relaciona com o cancer de mama (NWIZU; WACTAWSKI-
WENDE; GENCO, 2020). Contudo, esse tipo de estudo pode ser dispendioso e trabalhoso,
especialmente em grandes estudos de vigilancia (NWIZU; WACTAWSKI-WENDE; GENCO,
2020).

Por outro lado, estudos de caso-controle seriam uma op¢ao menos dispendiosa e poderiam
ser realizados em menor tempo. No entanto, esse tipo de desenho ¢ utilizado para estabelecer
correlagcdes entre exposicdes e resultados, e ndo para estabelecer causalidade (VARGAS-
VILLAFUERTE et al., 2016). Além disso, devido a sua natureza retrospectiva, pode incorrer
em erros devido ao risco de causalidade reversa (SHI et al., 2018).

Uma estratégia interessante para investigar alteragdes associadas a diferentes condigdes
clinicas ¢ a construcao de modelos metabolomicos, visto que a identificacdo de mudangas no
metaboloma, causadas por determinadas patologias, permite tanto o estudo de mecanismos
fisiopatoldgicos quanto a identificagdo de biomarcadores associados a fenotipos especificos
(JAYARAMAN et al., 2014). Essa abordagem, ao unir potencial exploratério e aplicagdo
translacional, mostra-se especialmente promissora em estudos clinicos (SCHMIDT et al.,
2021).

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa tem utilizado a espectroscopia de RMN de 'H
aplicada a metabondmica como ferramenta para investigar distintas condi¢des clinicas,
consolidando experiéncia na area. Em um estudo sobre infertilidade masculina associada a
varicocele, a técnica permitiu discriminar homens férteis e inférteis, além de identificar
metabdlitos relevantes envolvidos no estresse oxidativo caracteristico da condi¢ao (NETO et

al., 2020). Da mesma forma, a abordagem foi aplicada em mulheres pds-menopdusicas,
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distinguindo casos de osteopenia e osteoporose a partir de perfis metabolicos séricos, com
destaque para metabolitos relacionados a homeostase do sistema esquelético (PONTES et al.,
2019). Além disso, em pacientes com hepatite C cronica, modelos metabondmicos derivados
de RMN de 'H apresentaram excelente desempenho na predi¢io de fibrose hepatica
significativa, avangada e cirrose, superando indices clinicos tradicionais, o que poderia
contribuir para a reducdo da necessidade de biopsia hepatica (BATISTA et al., 2018). Oliveira
et al (2024) investigaram a performance de diferentes formalismos quimiométricos aplicados a
dados espectrais de RMN obtidos de soro de pacientes com cancer de prostata. Esses trabalhos
exemplificam a expertise consolidada do grupo de pesquisa na aplicagdo da estratégia
metabondmica por RMN de 'H em diferentes contextos clinicos.

De modo complementar, outros autores também tém explorado o potencial da
metabolomica para compreender a interface entre processos metabolicos e condigdes
inflamatérias. Ma et al. (2021), por exemplo, utilizaram essa abordagem para analisar
diferencas inflamatorias e metabdlicas associadas a satide periodontal em pacientes com doenga
renal em estagio terminal, em compara¢ao com controles saudaveis. Essa pesquisa reforga como
a analise do metaboloma pode auxiliar na identificagdo de biomarcadores séricos e na
elucidacdo de padrdes fisiopatoldgicos complexos, ampliando o entendimento de doengas
cronicas multifatoriais.

Esses tipos de estudos demonstram que diferencas importantes nos perfis inflamatdrios e
metabolicos podem refletir condigdes de saude especificas. A identificagdo de metabolitos-alvo
pode oferecer um melhor entendimento dessas diferengas e servir como base para investigagoes
maiores e prospectivas, como sugerido por Mamas et al. (2011), permitindo um entendimento
mais profundo das interagdes entre periodontite e cancer de mama, além de contribuir para
futuras abordagens diagndsticas e terapéuticas.

Nesse contexto, a hipdtese do presente estudo € que a periodontite associada ao cancer de
mama acarreta uma mudanca no perfil de metabolitos endégenos das pacientes, o que pode ser
identificado por metabonomica baseada em RMN. Essa abordagem podera auxiliar na
compreensdo de como as alteragdes metabolicas associadas a periodontite influenciam ou
interagem com o0s processos metabodlicos envolvidos no desenvolvimento e progressao do

cancer de mama.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DA PESQUISA

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e transversal, com amostra de
conveniéncia, ndo probabilistica, composto por pacientes diagnosticadas com cancer de mama,
atendidas no Servico de Oncologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/EBSERH/UFPE). O estudo foi realizado no periodo de julho a dezembro de
2024. Apos a selecdo da amostra, as participantes foram alocadas em dois grupos, conforme a
presenca ou auséncia de periodontite: Grupo 1 — pacientes com cancer de mama e diagnostico
clinico de periodontite (n = 6); Grupo 2 — pacientes com cancer de mama sem periodontite (n

= 6).
42 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada em trés locais distintos:

1) A consulta aos prontudrios aconteceu na sala do Nucleo da Documentacao
Clinica (NDC) do HC/EBSERH/UFPE;

i) O recrutamento das pacientes, avaliagdo periodontal e coleta sanguinea foram
realizados no Servico de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE;

iil) A andlise do metaboloma foi realizada no Departamento de Quimica
Fundamental (DQF), Laboratério da Central Analitica e Laboratorio de
Metabondmica e Quimiometria, onde os dados espectrais foram obtidos e os

modelos metabondmicos construidos.

4.3 AMOSTRA DE PARTICIPANTES

A amostra foi composta por mulheres com diagnoéstico de cancer de mama em
acompanhamento no Servigo de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE. No total, 27 pacientes
foram inicialmente convidadas a participar da pesquisa. No entanto, apds a aplica¢do dos
critérios de inclusdo e exclusdao, além de recusas espontineas, apenas 12 pacientes foram
consideradas elegiveis e aceitaram participar do estudo, compondo a amostra final. O nimero
de participantes foi determinado de forma dindmica, condicionado a disponibilidade das
pacientes no periodo de coleta e a demanda espontanea do ambulatdrio. As principais causas
para a ndo inclusdo foram o ndo atendimento aos critérios de elegibilidade e a recusa em

participar da pesquisa.
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4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
4.4.1 Critérios de inclusdo

Mulheres com cancer de mama confirmados por ultrassonografia/mamografia seguida de
biopsia, diagnosticadas ou acolhidas no Servigo de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE.
Pacientes com 18 anos ou mais foram elegiveis para participar. Nao houve restrigdes quanto ao

estadiamento do cincer e ao tratamento.

4.4.2 Critérios de exclusao

Mulheres que ja tivessem completado o tratamento contra o cancer ou consideradas em
remissdo foram excluidas. Pacientes com menos de dez dentes também nao fizeram parte do

estudo.

4.5 RECRUTAMENTO DOS PARTICIPANTES

O recrutamento ocorreu ap6s a avaliagdo dos prontuarios das pacientes acompanhadas no
servico de Oncologia HC/EBSERH/UFPE. Os dados foram coletados e planilhados pela
pesquisadora em um espago reservado, sem a presenca de outras pessoas. As pacientes foram
recrutadas continuamente até a data final (dezembro de 2024) ser alcangada. As voluntarias
foram instruidas, pelo médico assistente ou pela pesquisadora, acerca do objeto da pesquisa,
sendo expostos os beneficios e riscos associados. As participantes que aceitaram participar
foram convidadas a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice
A), tendo o estudo sido aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das Clinicas da

UFPE/EBSERH, sob o Numero do Parecer: 6.806.140 (Anexo C).

4.6 INSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS

Os prontuarios selecionados foram separados para leitura e analise minuciosa, buscando as
informacdes pertinentes de acordo com os objetivos da pesquisa. Inicialmente, foram
consultados os dados demograficos (Apéndice B), seguido de informagdes sobre o cancer de
mama (Apéndice C).

Foram aplicados um questionario de saide (Apéndice B) e um questionario para obter
informacdes sobre exposi¢do a fatores de risco para periodontite e/ou cancer de mama
(Apéndice D) para todas as participantes da pesquisa. O tempo para aplicagdo dos questionarios
foi de, em média, 20 minutos. Posteriormente, dados relacionados ao diagndstico clinico
periodontal (Apéndice E) e foram coletados através da realizacdo do um exame clinico

periodontal, a fim de estabelecer o diagndstico da condig@o periodontal de acordo com a vigente
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classificagdo das doengas e condi¢des periodontais e peri-implantares (PAPAPANOU et al.,
2018), incluindo o estagio, extensdao e grau da periodontite. Os instrumentais odontoldgicos
utilizados para realizacdo do exame periodontal estdo descritos a seguir, no item 4.7.1. Além
disso, foi realizada a coleta de amostra sanguinea, de todas as participantes da pesquisa, por
meio de pungio venosa periférica para analise por RMN de 'H. O material utilizado para esse

procedimento esta descrito no item 4.7.2.

4.7 PROCEDIMENTO PARA A COLETA DE DADOS

Inicialmente, os prontudrios das voluntarias foram submetidos a leitura e analise
minuciosa, de modo a identificar as informagdes pertinentes aos objetivos da pesquisa. Na
sequéncia, os dados extraidos foram organizados em planilhas do Microsoft™ Excel
(Microsoft™ Corporation, Redmond, Washington, USA), em um notebook com acesso restrito
a pesquisadora e protegido por senha. Aos dados dos prontudrios foram acrescidos aqueles
obtidos no exame periodontal e nos espectros de RMN, todos mantidos em sigilo pela equipe
de pesquisa, conforme previsto pelo CEP/CONEP e detalhado no item 5 (Aspectos Eticos). Por
fim, os registros foram duplamente checados, visando reduzir o risco de erro sistematico

associado a falha na entrada de informacdes.

4.7.1 Exame periodontal

Todas as voluntarias foram submetidas ao exame periodontal completo, realizado por uma
unica examinadora treinada e previamente calibrada. Foi utilizada uma sonda milimetrada tipo
Carolina do Norte (Hu-Friedy Manufacturing Company, Inc., Chicago/IL — USA). O exame
periodontal consistiu na avaliacdo de: i) Profundidade de Sondagem (PS) e Nivel de Inser¢ao
Clinica (NIC), que foram avaliados em seis pontos por dente (distovestibular, vestibular,
mesiovestibular, distolingual, lingual e mesiolingual), utilizando a sonda periodontal
milimetrada Carolina do Norte, Hu-Friedy®. Para esses, a sonda foi inserida paralelamente a
superficie radicular com uma for¢a de 25N (BARENDREGT et al., 2006), para medir a
distancia da margem gengival ao fundo do sulco ou bolsa periodontal (PS) e da jungdo cimento-
esmalte ao fundo da bolsa periodontal (NIC). ii) Sangramento a Sondagem (SS) (analise da
presenca de sangramento em até 15 segundos apos o procedimento de sondagem [mensurado
em seis sitios por dente - distovestibular, vestibular e mesiovestibular, distolingual, lingual e
mesiolingual -]. A avaliacdo da presenca/auséncia de Sangramento a sondagem num padrao
binominal [0 - auséncia de sangramento; 1 - presenga de sangramento]. O niimero de sitios com

presenca de sangramento ¢ dividido por 6 x o numero total de dentes, multiplicado por cem)
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(MUHLEMANN; SON, 1971); iv) Lesdo de furca (LF) (analise da presenca de lesdo na regidio
de furca - regido anatdOmica entre as raizes dos dentes multirradiculares - por meio da utilizagdo
da sonda Nabers, Hu-Friedy®. Projeta-se a sonda delicadamente para regido de furca,
obedecendo a anatomia radicular dos dentes posteriores. A classificacao da extensao da lesdo ¢
dada em diferentes graus [a) grau 1: perda dssea horizontal de até 3 mm; b) grau 2: perda dssea
horizontal maior que 3 mm, sem atingir o lado oposto; ¢) grau 3: perda 6ssea horizontal que se
estende de um lado a outro) (HAMP; NYMAN; LINDHE, 1975) e v) Mobilidade dentaria (foi
avaliada a presenca da mobilidade bem como o grau da mesma [apds estabilizar a cabega do
paciente para minimizar o movimento, foram exercidas forcas leves sobre o dente com o auxilio
do cabo do espelho e cabo da sonda periodontal. A partir da observagdo do movimento
horizontal do dente, no sentido vestibulo-lingual ou palatino, em relacdo aos dentes adjacentes
foi diagnosticada mobilidade grau 0 - Nenhum movimento observado; grau 1, mobilidade <
Imm no sentido horizontal; grau 2, mobilidade > 1mm no sentido horizontal ou; grau 3,
mobilidade no sentido vertical (intrusdo apical) e horizontal]) (CLEREHUGH; TUGNAIT,
2001). Para isso, foram utilizados espelho bucal plano n°5, Golgran®, sonda periodontal
milimetrada Carolina do Norte, Hu-Friedy® e sonda periodontal milimetrada Nabers, Hu-
Friedy®. Os achados foram transcritos em uma ficha periodontal (Apéndice F).
Posteriormente, os dados relacionados ao periograma e diagnoéstico clinico periodontal foram
consultados a fim de estabelecer o diagndstico clinico periodontal de acordo com a atual
classificagdo das doencas e condigdes periodontais e peri-implantares, incluindo o estagio,
extensdo e grau da periodontite (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018).

Para auxiliar o diagnostico periodontal foi considerado tabagismo (“tabagista?” se sim,
quantos cigarros fuma por dia + resultado do questionario Fagerstrom) (Anexo B) e perfil
glicémico (glicemia plasmatica de jejum [>126 mg/dl em 2 momentos diferentes] e

hemoglobina glicada (HbAlc) [> 6,5%]) (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018).

4.7.2 Coleta sanguinea para analise por RMN de 'H

Foi realizada a coleta de amostra sanguinea de todas as participantes da pesquisa, por meio
de pung¢do venosa periférica. A coleta foi realizada da seguinte forma: 1) higienizagao das maos
e colecdo da luva de procedimento; 2) explicacdo ao paciente sobre como seria feita a coleta;
3) confirmacao dos dados da etiqueta no tubo [Tubo a vacuo sem aditivos, BD Vacu-tainer®];
4) mostrar agulha [Agulha De Coleta Multipla Vacuo 25x8mm 21g - Vacuplast®] nas
embalagens antes de abrir; 5) localizacao da regido onde seria realizada a pungdo venosa [veia

cefalica mediana ou veia basilica mediana]; 6) assepsia do local com alcool 70% e colocacao
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do garrote no brago da participante pedindo para a mesma feche e abra a mao repetidamente;
7) remogao da capa da agulha seguida de puncao; 8) coleta da amostra; 9) remog¢ao do garrote;
10) remocao da agulha, limpeza da regido e colocagdo de curativo; 11) instrugdo para realiza¢ao
de pressao local por 3 minutos; 12) homogenizagao do sangue coletado no tubo). Para cada
participante foram extraidos 5ml de sangue, coletado em tubo a vacuo sem aditivos, de 10ml,
BD Vacutainer®, que foi transportado imediatamente apos a coleta, em isopor com bateria de

gelo, para o DQF/UFPE, onde a amostra foi armazenada e processada.

4.7.3 Separagio do soro para analise por RMN de 'H

A amostra de sangue foi centrifugada (3000 RPM por 15 minutos), visando obter o soro
(sobrenadante). Uma fracdo de 2,0 mL de soro foi transferida para um eppendorf e mantido em

ultrafreezer a -40°C até o momento da andlise por RMN.

4.7.4 Preparacio das amostras de soro sanguineo e analise por RMN de 'H

Para a realizacdo da andlise, as amostras foram descongeladas e uma aliquota de 400 puL
da amostra de soro foi transferida para um tubo de RMN, com 5 mm de didmetro interno. Em
seguida, foram adicionados 200 pL de agua deuterada (D:0) e o contetido foi homogeneizado
manualmente. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos usando a sequéncia de pulsos CPMG
(Carr-Purcell-Meiboom-Gill), com pré-saturagio (presat) do sinal da agua, no espectrometro
modelo Ascend (Bruker®) operando a 400 MHz. Foram utilizados os seguintes parametros
experimentais: i) tempo de pré-saturagdo igual a 3 s, ii) janela espectral de 5,88 kHz, iii) nlimero
de ciclos de 126, iv) tau igual a 0,0003 s, v) bigtau igual a 0,076 s e vi) 128 transientes. Os
espectros foram processados usando line broadening de 0,3 Hz. Apo6s andlise por RMN, o
material bioldgico foi devolvido ao Hospital das Clinicas para descarte adequado.

Uma nova etapa de processamento dos dados espectrais foi conduzida utilizando o software
MestReNova 12.0.0. Os espectros foram reavaliados com corre¢do automatica da linha de base
e ajuste manual de fase. Em seguida, o sinal correspondente ao grupo metil do lactato foi
utilizado como referéncia, sendo alinhado em o6 1,33 ppm. Todos os espectros foram
sobrepostos graficamente para verificagdo da qualidade dos ajustes realizados. A seguir,
realizou-se cortes da regido espectral de interesse, considerando a faixa entre 6 0 e 5,41 ppm,
eliminando a regido do sinal da 4gua entre 6 4.67 ~ 4.82 ppm, a regido 8 0.11 ~ 0.64 ppm, que
ndo apresentou nenhum sinal, € a regido entre o 1.75 ~ 1.86, que apresentou picos anomalos
presentes em um numero reduzido de amostras e poderia prejudicar as analises. A regido entao

definida, foi dividida em intervalos (bins) de 0,004 ppm para a constru¢do da matriz de dados.
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As linhas correspondentes a cada amostra foram entdo consolidadas em uma matriz unica,
contendo as amostras (casos) nas linhas e os bins nas colunas (variaveis), com a adi¢ao de uma
coluna classificatéria correspondente a categoria de cada amostra. O resultado foi uma matriz
final composta por 12 amostras e 1151 varidveis, a qual foi posteriormente submetida as

andlises quimiomeétricas.

4.7.5 Tratamento estatistico para analises multivariadas

Os dados espectrais foram organizados em uma matriz, na qual cada linha correspondia a
uma voluntaria e as variaveis espectrais estavam dispostas nas colunas. Com a matriz adquirida,
foi realizado o tratamento quimiométrico dos dados espectrais utilizando a plataforma online
MetaboAnalyst 6.0. Os dados foram normalizados pela soma nas amostras, transformados por
logaritmo (base 10) e autoescalados nas variaveis.

As andlises estatisticas exploratérias foram realizadas utilizando o moédulo Statistical
Analysis da plataforma MetaboAnalyst 6.0. Inicialmente, foi aplicada a PCA, uma técnica nao
supervisionada, para investigar padrdes gerais nos dados e explorar possiveis agrupamentos
naturais entre as amostras. Além disso, foi utilizada a visualizacdo por mapas de calor com
agrupamento hierdrquico, gerado a partir das 25 regides com maior variacdo entre as amostras.
O agrupamento hierdrquico permitiu identificar grupos semelhantes com base nas
caracteristicas de abundancia dos metabdlitos, sem a necessidade de rétulos prévios.

Embora métodos supervisionados possam contribuir para a identificagcdo de padrdes
discriminativos, sua utilizacdo neste estudo foi inviavel devido ao nimero limitado de amostras
(n =12, sendo 6 por grupo). A decisdo de ndo utilizar essas abordagens foi fundamentada em
consideragdes metodologicas reconhecidas na literatura (FIGUEROA et al., 2019). Dados de
alta dimensao com um numero reduzido de amostras apresentam desafios para a generalizacao
de modelos preditivos e podem levar a estimativas de desempenho enviesadas (VABALAS et
al., 2019).

Além disso, o poder do aprendizado de maquina em identificar padroes ¢ diretamente
proporcional ao tamanho do conjunto de dados, o que torna esses modelos menos robustos e
confiaveis em cendrios com amostras muito pequenas (KOKOL; KOKOL; ZAGORANSKI,
2022). O risco de overfitting também ¢ elevado em conjuntos de dados pequenos,
comprometendo a capacidade de generalizagdo do modelo para novas amostras (RATHER;
KUMAR; GANDOMI, 2024). Dessa forma, a decis@o de nao utilizar modelos supervisionados
foi pautada pela preocupacao metodoldgica de evitar interpretagdes equivocadas baseadas em

resultados instaveis e pouco robustos.

50



A identificacdo dos metabdlitos de interesse foi realizada através dos bancos de dados
eletronicos HMDB (do inglés, Human Metabolome Database) (WISHART et al., 2022),
BMRB (do inglés, Biological Magnetic Resonance Bank) (HOCH et al., 2022) e artigos
publicados.

4.7.6 Métodos Estatisticos para Controle de Varidveis de Confusao

O célculo do nimero adequado de participantes em estudos de aprendizado de maquina
multivariado aplicados a metabolomica ndo segue um padrao, pois estd intimamente ligado a
diversos fatores interdependentes (BRITO; CURCIO; DA SILVA FIDALGO, 2022). A
dimensionalidade dos dados, a magnitude dos efeitos a serem detectados, a estrutura de
covaridncia (indicando a forca das relagdes latentes), a heterogeneidade da populacdo
amostrada, a precisdo e repetibilidade dos instrumentos de medigdo, assim como a
complexidade do modelo de aprendizado, sdo varidveis que devem ser cuidadosamente
consideradas (BRITO; CURCIO; DA SILVA FIDALGO, 2022).

Para garantir que as diferengas observadas nas mudancas metabodlicas entre os grupos
fossem atribuidas a presencga de periodontite e ndo a outros fatores, foi realizada uma analise
comparativa. A andlise envolveu testes estatisticos para verificar se havia diferencas
significativas entre os grupos em relacdo a potenciais fatores de confusdo. As variaveis
numéricas foram analisadas por meio do teste U de Mann-Whitney, considerando o tamanho
reduzido das amostras, a independéncia das observacdes e a ndo normalidade dos dados
(SULLIVAN; WEINBERG; KEANEY, 2016). O teste Exato de Fisher foi utilizado para as
variaveis categéricas devido ao nimero reduzido de observacdes e a presenga de frequéncias
esperadas inferiores a cinco em algumas cé€lulas das tabelas de contingéncia (SULLIVAN;
WEINBERG; KEANEY, 2016). A partir disso, foi possivel verificar se os grupos eram
equivalentes, minimizando a possibilidade de que outras variaveis estivessem influenciando os

resultados observados.
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5  ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das Clinicas da
UFPE/EBSERH, sob o Numero do Parecer: 6.806.140 (Anexo C). Antes do inicio da pesquisa,
todas as participantes foram informadas sobre o contexto do estudo, riscos e beneficios

envolvidos, e convidadas a assinar voluntariamente o TCLE (Apéndice A).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PERFIL CLINICO E SOCIODEMOGRAFICO DAS PARTICIPANTES

A presente pesquisa foi composta por uma amostra total de 12 pacientes, todas atendendo
aos critérios de elegibilidade. A Tabela 1 apresenta os dados clinicos e sociodemograficos das

voluntarias deste estudo.

Tabela 1 — Dados clinicos e sociodemograficos das voluntarias
Periodontite  Periodontite ~ Valor

Positivo Negativo dep
N° de voluntarias 6 6 -
Idade (média + dp) 55,8+84 49,8 +£6,2 0.23
Renda (média + dp) R$ 1.763,50 R$ 1.714,40 0.78
Branca 1 3
Cor da pele Parda 4 3 0.54
Preta 1 0
IMC (kg/m?) (média + dp) 30,7+5,3 269+1,8 0.39
e Sim 2 3
Etilismo Nio 4 3 1
. Sim 4 3
Diabetes Nio ) 3 1
. Sim 2 3
Tabagismo Nio 4 3 1
Historico familiar de Sim 3 1
Cancer de mama Nio 3 5 0.54
Mutagao genética Sim ! 0 1
Nao 1 2
Idade da menarca (anos) (média + dp) 12,7+22 12,0+£1,2 0.86
Idade ao ter 1° filho (anos) (média + dp) 25,4+5,9 225+2,1 0.61
Idade da menopausa (anos) (média + dp) 48,0 +5,8 487+17,0 1
Uso de anticoncepcional (anos) (média = dp) 2,0+39 84+124 0.1

Os dados referentes a presenca de mutagdes genéticas ndo estavam disponiveis nos prontudrios de oito
participantes, resultando em uma analise com n = 4 para essa variavel.

Fonte: Autoria propria.

Os resultados dos testes de Mann-Whitney e exato de Fisher indicam que ndo ha diferencas
significativas entre os grupos em relacdo as variaveis analisadas. Todos os valores foram
superiores a 0,05, indicando auséncia de diferengas significativas entre os grupos (JAFARI;
ANSARI-POUR, 2019). Isso sugere que as distribuigdes dessas variaveis sao semelhantes entre
0s grupos, 0 que ¢ necessario para garantir que as diferengas observadas nas mudangas

metabdlicas sejam atribuidas a presenca de periodontite, € ndo a outros fatores de confusao.
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Além disso, o diagnostico do cancer de mama foi criteriosamente avaliado em ambos 0s

grupos (Tabela 2), de forma a assegurar a comparabilidade entre as participantes. Nao foram

observadas diferencas estatisticamente significativas quanto ao tipo histologico, grau tumoral

ou subtipo molecular da doenga.

Tabela 2 — Diagndstico do cincer de mama

Periodontite Periodontite

Variavel / Grupo Positivo Nett Valor de p
Tipo Histologico do Cancer
CDI 6 6 1
Grau do Cancer
1 1 0
2 1 2 1
3 3
Tipo Molecular do cancer
Luminal A 3 0
Luminal B 2 3 0.22
Triplo Negativo 1 3
Estagio do Cancer
Estagio I 1 0
Estagio [TA 1 0
Estagio IIB 3 3 0.69
Estagio I1IA 1 1
Estagio IV 0 2

Os dados referentes ao grau de do cancer de mama néo estavam disponiveis nos prontuarios de duas
participantes, resultando em uma analise com n = 10 para essa variavel.
Fonte: Autoria propria.

Apobs o exame clinico periodontal, observou-se que seis participantes apresentaram a

coexisténcia do cancer de mama e da periodontite, enquanto as outras seis apresentaram o

cancer de mama isoladamente (Tabela 3). Em relagdo ao nimero de dentes perdidos, a média

observada foi de 6 (£ 2) dentes para os pacientes com periodontite e 4 (+ 4) para os pacientes

sem periodontite. No entanto, a diferenca entre esses grupos ndo foi estatisticamente

significativa, com um valor de p = 0,64.

Tabela 3 — Detalhamento do Diagnoéstico da periodontite

Estagio da periodontite
I I IV

Extensao da periodontite
Generalizada Localizada

Grau da periodontite
A B C

1 2 3

3 3

1 1 4

Fonte: Autoria propria.
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6.2 Analise Quimiométrica

O principal objetivo do estudo realizado foi discriminar amostras de pacientes acometidas
por periodontite e cancer de mama daquelas acometidas por cancer de mama sem periodontite,
através de uma abordagem metabondmica. Para isso, as amostras de soro foram submetidas a

andlise por espectroscopia de RMN de 'H, permitindo a avaliagdo do perfil de metabdlitos das

participantes (Figura 13).

Figura 13 — Espectros tipicos de RMN de 'H (400 MHz, D,0O) de amostras de soro obtidas de
individuos com periodontite (superior) e sem periodontite (inferior)
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A inspecio individual dos espectros de RMN de 'H das amostras niio evidenciou diferengas

capazes de discriminar os grupos. Assim, o uso de ferramentas de estatistica multivariada

tornou-se essencial para identificar padrdes latentes.

A Figura 14 apresenta graficos de escores da PCA, que indicam que as cinco primeiras

componentes principais explicam 85,8% da variancia contida no conjunto de dados. Entretanto,

considerando a totalidade das amostras, nao foram observados agrupamentos naturais nas

classes de interesse.

Figura 14 — Graficos de escores da PCA usando dados de RMN de 'H do soro. Em vermelho,
estdo representadas as voluntarias com periodontite, enquanto as sem periodontite estdo representadas

por tridngulos verdes.
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A Figura 15 mostra o grafico de escore usando as duas primeiras componentes principais,

que explicam 59,7% da variancia. Nela (Figura 15), observa-se uma clara sobreposicao das

amostras.
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Figura 15 — Gréafico de escores da PCA — PC1 versus PC2
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Fonte: Metaboanalyst 6.0

Dessa forma, embora a PCA ndo tenha promovido uma separag@o nitida entre os grupos
analisados, a distribui¢do das amostras ao longo da PC2 revelou um padrao de agrupamento,
com cinco amostras apresentando escores negativos (1, 2, 4, 7, 8) enquanto sete amostras
apresentaram escores positivos (3, 5, 6, 9, 10, 11 e 12). Essa configuragdo sugere a presenca de
perfis metabolicos divergentes dentro do conjunto analisado, possivelmente refletindo
diferencas bioldgicas ndo capturadas pela classificacao clinica estudada. Outrossim, com base
nas variaveis analisadas (4.7 — Procedimento para a coleta de dados), nao foi possivel identificar
um fator comum que justificasse a formagao desses subgrupos.

E conveniente destacar que todas as participantes, com exce¢do de uma, haviam iniciado
algum tipo de tratamento oncolodgico, o que pode estar intimamente associado as modificacdes
metabodlicas observadas, uma vez que estudos prévios identificaram alteragcdes no perfil
metabolico de pacientes submetidas a quimioterapia (CARDOSO et al., 2022; DEBIK et al.,
2019; DIAZ et al., 2022; YAMADA et al., 2024).

Além disso, a PCA revelou que as pacientes com valores negativos na PC2 foram
agrupadas em duas categorias distintas. O primeiro grupo, caracterizado por valores negativos
tanto na PC1 quanto na PC2, foi composto por trés pacientes diagnosticadas com periodontite
e cancer de mama. Por outro lado, o segundo grupo apresentou valores negativos na PC2 e
positivos na PCI1, sendo formado por duas pacientes com diagndstico isolado de cancer de
mama. Essa divisdo sugere que, embora todas as pacientes compartilhem valores negativos na
PC2, as varia¢des no comportamento da PC1 podem refletir diferencas entre as condi¢des

clinicas.
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A visualizacdo do biplot, gerado a partir da PCA, permite observar tanto a distribui¢ao das
amostras quanto a contribuicdo das variaveis espectrais (deslocamentos quimicos) para a
separacdo observada (Figura 16). As varidveis sdo representadas por vetores e indicam os
deslocamentos quimicos que mais contribuiram para a variancia capturada pelas componentes
principais.

Figura 16 — Graficos de escores e de pesos (loadings) - Biplot da PCA
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A andlise do grafico biplot revelou que seis metabolitos foram responsaveis pela
discriminagdo entre os grupos de pacientes com e sem periodontite, no subgrupo com escores
negativos em PC2. A partir dos deslocamentos quimicos observados, foi possivel identificar
esses metabolitos com o auxilio do HMDB. Nas pacientes sem periodontite, houve um aumento
nos niveis séricos de Isobutirato (6 1,04 ppm), Celobiose (& 3,49 ppm) e 3,4-dihidroxi-L-
fenilalanina (8 3,91 ppm). Em contrapartida, nas pacientes com periodontite, os metabodlitos L-
arginina (8 3,24 ppm), Desoxiguanosina (6 3,79 ppm) e Lactato (6 4,11 ppm) apresentaram
concentracoes elevadas.

No presente estudo, o isobutirato, um 4cido graxo de cadeia curta, apresentou niveis sé€ricos
elevados em duas pacientes sem diagndstico de periodontite. Evidéncias recentes sugerem que
esse metabolito pode exercer efeitos diretos sobre células tumorais, modulando processos
relacionados a progressdo neoplasica (LI ef al., 2025). No contexto do cancer colorretal, Chen
et al. (2023) demonstraram que o isobutirato promove metastase por meio da ativagdao da

proteina RACKI, o que desencadeia uma cascata de sinalizacdo intracelular que culmina na
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superexpressdo de genes associados a migracdo e invasdo, como MMP2, MMP9 e ICAMI.
Embora tais efeitos ainda ndo tenham sido diretamente investigados no cancer de mama, esses
achados levantam a hipotese de que o isobutirato possa desempenhar papel semelhante em
outras neoplasias, incluindo as mamarias. A elevagao desse metabolito nas duas pacientes deste
estudo com cancer de mama em estagios mais avanc¢ados (IIIA e IV), ambas classificadas como
subtipo triplo negativo, reforca a necessidade de estudos futuros que explorem o potencial
envolvimento do isobutirato na progressao e no prognodstico do cancer de mama.

Além do isobutirato, niveis elevados de celobiose também foram identificados nas
pacientes previamente mencionadas. A celobiose ¢ um dissacarideo formado por duas unidades
de glicose ligadas por uma ligacao B-1,4-glicosidica, geralmente resultante da degradagdo da
celulose pela microbiota intestinal (JAGDALE; KAREKAR, 2020). Embora nio existam
evidéncias que associem a celobiose ao cancer de mama, sua elevagao pode refletir alteragdes
no metabolismo glicidico microbiano, particularmente em processos fermentativos mediados
por bactérias do intestino grosso (HASAN; DHUNGEL; GOVIND, 2021).

De maneira semelhante, niveis elevados de 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) foram
detectados no soro das pacientes com cancer de mama que apresentaram os maiores escores na
PC1. A L-DOPA ¢ um aminoécido que atua como precursor da dopamina, neurotransmissor
fundamental para diversas fun¢des neurologicas (GANDHI; SAADABADI, 2025). Embora
tradicionalmente associada a disturbios neurologicos, como doenga de Parkinson (ESKOW
JAUNARAIS et al., 2011), depressao (BEKHBAT et al., 2022) e esquizofrenia (HOWES;
BUKALA; BECK, 2024), alteracdes nos niveis de L-DOPA também podem ter implicagdes no
contexto oncoldgico. Sua conversdo em dopamina depende da atividade da enzima L-DOPA
descarboxilase (DDC), cuja expressao elevada tem sido relacionada a melhores desfechos
clinicos em pacientes com cancer de mama (TREMMEL et al., 2020). Dessa forma, a elevagdo
sistémica de L-DOPA observada neste estudo pode refletir uma atividade enzimatica diminuida,
sugerindo uma conversdo reduzida em dopamina. Esse perfil metabdlico, por sua vez, pode
estar associado a um comportamento tumoral mais agressivo, como o verificado nessas
pacientes.

Contrariamente aos metabolitos previamente discutidos, a L-arginina esteve aumentada em
trés pacientes que apresentaram o diagnostico de cancer de mama e periodontite
concomitantemente. A L-arginina ¢ um aminoacido semiessencial sintetizado
predominantemente pelo ciclo da ureia, com papel fundamental na biossintese de proteinas,
poliaminas, prolina, creatina e 6xido nitrico (WU et al., 2016). Estudos recentes demonstram

mecanismos que podem explicar essa alteragdo metabdlica encontrada. Chen et al. (2023)
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evidenciaram que a P. gingivalis expressa gingipainas especificas de arginina (RgpA e RgpB).
Essas proteases clivam proteinas da matriz extracelular liberando fragmentos ricos em residuos
de arginina, o que pode contribuir para o acumulo local e sistémico deste aminoacido (CHEN
et al., 2023). Em contraste, Wu et al. (2016) observaram que a suplementacao com L-arginina
em células epiteliais mamadrias bovinas estimuladas por LPS promoveu uma reducio
significativa na expressao de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, indicando
um possivel efeito imunomodulador. Dessa forma, a L-arginina parece desempenhar um papel
diversificado no contexto inflamatdrio, agindo simultaneamente como substrato para vias pro-
inflamatdrias e como modulador imunoregulador.

Além dessa alteragdo, os niveis séricos de 2'-desoxiguanosina, um nucleosideo associado
ao estresse oxidativo, também estavam elevados nesse grupo (TORAMAN et al., 2020). A 2'-
desoxiguanosina esta envolvida nas respostas celulares ao estresse oxidativo, especialmente em
contextos inflamatérios (KONOPKA et al., 2007). Ambientes ricos em ROS, como os
observados na periodontite € no cancer de mama, favorecem a oxidacdo de nucleosideos,
particularmente da desoxiguanosina, devido ao seu baixo potencial de ionizagao. Esse processo
resulta na formacgdo de derivados oxidativos, como a 8-oxo0-2'-desoxiguanosina (8-oxodG),
reconhecida como um marcador sensivel de dano oxidativo ao DNA (AMENTE et al., 2019;
GORINI et al., 2021; KARWOWSKI, 2024). A presen¢a de 8-0xodG em fluidos biologicos,
como saliva, tem sido correlacionada a gravidade da periodontite e a outras condi¢des
inflamatoérias intensas (KONOPKA et al., 2007, TORAMAN et al., 2020). O aumento da 2'-
desoxiguanosina pode refletir um estado elevado de dano oxidativo, associado a ativagao das
vias de reparo do DNA, funcionando como um indicador indireto de estresse gendmico em
processos inflamatorios cronicos (GORINI et al., 2021). O reparo do DNA oxidado ocorre
principalmente pela via da excisdo de base (BER - Base Excision Repair), na qual nucleosideos
oxidados, como a 8-o0xodG, sdo substituidos por nucleosideos nao modificados, como a 2'-
desoxiguanosina, o que pode resultar no aumento da concentragdo de nucleosideos livres no
meio extracelular (GORINI et al., 2021).

Ainda assim, a elevacdo dos niveis séricos de lactato observada nessas pacientes pode
refletir uma interagdo metabolica relevante entre processos inflamatorios cronicos e progressao
tumoral. Na periodontite, a presenca de um microambiente inflamatorio e hipoxico favorece a
intensificacdo da glicolise anaerdbica e, consequentemente, a producdo de lactato por células
inflamatorias e bactérias periodontopatogénicas (ISHIKAWA ef al., 2021; LUO et al., 2022).
Estudos demonstram que as concentracdes de lactato no fluido gengival crevicular de

individuos com periodontite severa podem atingir niveis significativamente elevados em
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comparacado a individuos saudaveis, chegando a até 20 mM (QIQIANG; HUANXIN; XUEJUN,
2012). Este acamulo de lactato local esta associado a indu¢ao de mediadores inflamatérios
como IL-6 e IL-8, moléculas de adesdo celular (ICAM-1) e fatores de reabsor¢ao 6ssea como
RANKL, além de inibir a regenerag¢do do periodonto por bloquear a diferenciagdo osteogénica
de células-tronco periodontais (ISHIKAWA et al., 2021; LUO et al., 2022).

No cancer de mama, o lactato desempenha um papel bem estabelecido na progressao
tumoral. Ele promove acidificacdo tecidual, angiogénese, evasdo imunoldgica, metastase e
resisténcia a tratamentos, sendo considerado um marcador de agressividade em diversos
subtipos tumorais (CHEUNG et al., 2020; LIBERTI; LOCASALE, 2016; PEREZ-TOMAS;
PEREZ-GUILLEN, 2020). Assim, os dados deste estudo indicam que a periodontite pode
contribuir para um aumento sistémico de lactato que, por sua vez, favorece um microambiente
tumoral mais permissivo a progressao do cancer de mama.

Apesar dos achados apresentados aqui estarem em consonancia com dados previamente
descritos na literatura, a PCA nao apresentou capacidade discriminatéria satisfatéria para
distinguir os grupos avaliados. Diante disso, optou-se por complementar a investiga¢ao
utilizando uma abordagem exploratoria adicional. A Figura 17 apresenta o resultado do heatmap
com analise hierarquica de clusters. De modo geral, as pacientes com periodontite apresentaram
niveis aumentados dos metabolitos diferenciais.

Figura 17 — Heatmap com os dados espectrais deste estudo
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A combinagdo entre o agrupamento hierdrquico e o heatmap evidenciou dois clusters
principais, contendo sete amostras € cinco amostras, respectivamente. A classificagdo clinica
prévia contou com seis amostras em cada grupo, o que diverge da classificacdo observada no
heatmap. Nesse método, foi possivel observar que a amostra 6, pertencente a uma paciente do
grupo com periodontite, foi agrupada junto as voluntarias do grupo sem periodontite. Essa
divergéncia sugere que o perfil metabolico desta paciente apresenta alta similaridade com os
perfis caracteristicos dos individuos controle.

Tal achado pode refletir um fenomeno bidirecional, no qual tanto a paciente 6,
diagnosticada com periodontite, quanto a paciente 3, classificada como sem periodontite e com
quem apresentou maior similaridade no perfil metabolico, compartilham caracteristicas
metabondmicas semelhantes, o que pode ter influenciado seu agrupamento na analise
hierarquica. A paciente 6, ainda que pertencente ao grupo caso, pode apresentar um padrao
menos inflamatorio, possivelmente indicando uma fase controlada da doengca (SOCRANSKY
et al., 1984). Por outro lado, a paciente 3, embora nao apresentasse sinais clinicos de
periodontite, possui historico de fissura labiopalatina, uma condi¢do capaz de alterar
significativamente o microambiente oral e favorecer o desenvolvimento de disbiose
(ARBOLEDA et al., 2023; GHELLER ef al., 2021). Apesar de ter sido submetida a cirurgia
corretiva durante a primeira infincia, a condi¢do continua a impactar o microbioma oral
(JIANG et al., 2024), ndo sendo descartada a possibilidade de efeitos permanentes no
metaboloma.

No presente caso, a auséncia de sinais clinicos de periodontite na paciente controle
(amostra 3) pode ser explicada pelo entendimento atual de que a periodontite ndo resulta
exclusivamente da presenca de um biofilme disbidtico, mas também da interacdo complexa e
continua entre esse biofilme e fatores de susceptibilidade do hospedeiro (FENG et al., 2022;
HAJISHENGALLIS, 2015; PAPAPANOU et al., 2018). Assim, ainda que exista uma possivel
predisposicdo funcional refletida no metaboloma, a auséncia de um contexto imuno-
inflamatdrio permissivo pode explicar a nao ocorréncia de destruicao periodontal na paciente
controle (BARTOLD; VAN DYKE, 2019; KORNMAN, 2008).

Diante disso, a convergéncia metabdlica entre as duas participantes sugere que, embora
clinicamente distintas, ambas compartilham aspectos que as colocam em uma posiciao
intermedidria entre os dois extremos definidos pela classificacdo original. Apesar de analises
subsequentes terem sido realizadas com o intuito de elucidar os fatores responsaveis por essa
discrepancia (incluindo revisdo da historia clinica, dados demogréaficos e habitos de vida),

nenhuma justificativa plausivel foi identificada. Esse achado destaca a complexidade do
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fenotipo metabolico na populacdo e refor¢a a importancia de abordagens integrativas e
multivariadas para a interpretacdo de dados dmicos (HOLMES; WILSON; NICHOLSON,
2008; SUBRAMANIAN et al., 2020).

6.3 Identificagao e Caracterizacao dos Metabodlitos Diferenciais

As frequéncias espectrais obtidas das amostras de soro das pacientes com cancer de mama
isolado e cancer de mama associado a periodontite foram comparadas com frequéncias
conhecidas (HMDB) para identificar as varidveis (deslocamento quimico) relevantes para a
separacao dos grupos. Com base nessa analise, seis metabdlitos foram identificados, conforme

detalhado na Tabela 4, todos apresentando niveis elevados nas pacientes com periodontite.

Tabela 4 — Identificacdo dos principais metabolitos discriminantes entre os grupos estudados. Todos os
metabolitos listados apresentaram niveis elevados nas pacientes com periodontite.

Metabdlito o (ppm)
L-Isoleucina 3,66
L-Valina 3,59
L-Tirosina 3,04
2'-Desoxiguanosina 2,50
4-Hidroxiprolina 2,44 —2.46
L-Lisina 1,71 -1,72

Fonte: Autoria propria.

De forma geral, as alteragdes observadas nos perfis metabolicos do soro das pacientes com
periodontite associada ao cancer de mama refletem a modulagdo de multiplas vias bioldgicas,
com destaque para o metabolismo dos aminoéacidos de cadeia ramificada (BCAAs, do inglés
branched-chain amino acids), metabolismo do colageno e estresse oxidativo. No presente
estudo, as pacientes com periodontite associada ao cancer de mama apresentaram um aumento
da concentragdo de BCAAs, quando comparadas aquelas com cancer de mama de forma
isolada. Os BCAAs (leucina, isoleucina e valina) sdo aminoacidos essenciais reconhecidos por
seu papel na sintese proteica e no metabolismo celular (HY VARINEN; KASHYAP; KULLAA,
2023). Biossintetizados exclusivamente por plantas, fungos e bactérias, esses compostos
desempenham fungdes metabdlicas importantes tanto em condi¢des fisioldgicas quanto
patologicas (FRANCO; BLANCHARD, 2017; TIAN et al., 2020).

No contexto da periodontite, a presenca do patdgeno P. gingivalis esta associada a
biossintese endogena de BCAAs por meio da atividade da enzima BCAT (do inglés, branched-
chain amino acid aminotransferase), elevando sua disponibilidade e intensificando a expressao
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das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 em c¢lulas-tronco do ligamento periodontal (NING et
al., 2025). Essas enzimas sao mediadoras-chave na remodelacao tecidual e destruicdo Ossea,
amplificando a patogénese da periodontite por meio da regulacdo positiva das
metaloproteinases da matriz (MMPs) e dos ligantes ativadores do receptor do fator nuclear kB
(NF-xB), (NING et al., 2025; TIAN et al., 2020). Além disso, niveis séricos elevados de
BCAAs foram observados em camundongos com periodontite experimental (TIAN et al.,
2020).

Paralelamente, estudos indicam que o metabolismo alterado dos BCAAs pode contribuir
para o desenvolvimento de desordens metabolicas sistémicas, incluindo resisténcia a insulina,
diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e diferentes tipos de canceres (LYNCH;
ADAMS, 2014; NIE et al., 2018). As evidéncias apontam que os niveis de BCAAs estdo
elevados em tecidos de cancer de mama (NIE ez al., 2018; WANG et al., 2025; ZHANG; HAN,
2017). Esse acimulo est4 associado, em parte, a superexpressao do transportador LAT1 (do
ingés, L-type Amino Acid Transporter 1), localizado na membrana plasmatica das células
tumorais, que atua como um facilitador da entrada de BCAAs no citoplasma (WANG et al.,
2025).

Além disso, a expressdao aumentada da enzima BCAT1 (do inglés, branched-chain amino
acid transaminase 1), localizada no citosol das células tumorais, tem sido associada a ativagao
do catabolismo de BCAAs no cancer de mama (NIE et al., 2018; ZHANG; HAN, 2017). Essas
alteragdes no metabolismo dos BCAAs promovem a geragdo de glutamina e de intermediarios
biossintéticos, que atendem as demandas energéticas e anabodlicas das células tumorais em
crescimento (XU et al., 2023). Tal reprogramagdo esta intimamente associada a mutagdes
oncogénicas, favorecendo o uso dos BCAAs como substratos para a proliferagdo celular,
mesmo sob condi¢des adversas de disponibilidade de nutrientes e oxigénio (NIE et al., 2018).
Ademais, o acumulo de BCAAs no sangue periférico de pacientes com cancer de mama pode
estar relacionado a um desequilibrio enzimatico, em que a reducdo na expressao ou atividade
de enzimas envolvidas nas etapas posteriores do catabolismo contribui para a degradagao
incompleta desses aminoacidos (WANG et al., 2025). No presente estudo, resultados
evidenciam que esse acimulo ¢ mais acentuado em pacientes com a presenca concomitante de
periodontite e cancer de mama, o que pode sugerir uma possivel influéncia da inflamacao
periodontal sobre o metabolismo sistémico dos BCAAs.

Além das alteragdes sist€micas observadas nos aminoacidos de cadeia ramificada, a lisina
também se destacou como um metabolito discriminante, uma vez que sua concentracao sérica

apresentou elevagdo significativa nas pacientes com periodontite, conforme evidenciado pelo
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heatmap. A lisina ¢ um aminoacido essencial fundamental para a manutencdo e renovagao
continua do epitélio aderido aos dentes, o qual atua como uma barreira protetora contra os
produtos microbianos no sulco gengival (LEVINE; LOHINAI, 2021). No contexto da
periodontite, diversos estudos demonstram que a atividade de enzimas bacterianas, como a
lisina descarboxilase (LdcE), esgota a lisina localmente ao converté-la em cadaverina e didoxido
de carbono, promovendo apoptose autofagica das células do epitélio aderido e aumentando a
permeabilidade aos produtos bacterianos (DALANGIN; KIM; CAMPBELL, 2020; LEVINE;
LOHINALI 2021; WARREN et al., 2024).

Esse processo leva a uma deplecdo significativa da lisina no biofilme subgengival,
sobretudo quando ha alta atividade de LdcE. Quando a concentracao local de lisina cai abaixo
de 0,11 umol/g de biofilme, o equivalente a concentragdo minima de lisina no plasma humano
saudavel, ocorre comprometimento da adesdo epitelial, diminuicdo da renovagdo celular e
ativagdo da resposta inflamatoria local (LEVINE; LOHINALI 2021). Esse mecanismo contribui
diretamente para a progressao da destrui¢do tecidual observada na periodontite.

De maneira correlata, hd evidéncias de que, em contextos de lesdo ou inflamagdo aguda, o
organismo pode responder com a liberacdo de lisina para a circulacdo sistémica, elevando seus
niveis no sangue periférico. Esse fenomeno ja foi observado em situagdes de dano muscular e
dietas restritivas, nas quais a protedlise local libera lisina como parte de uma resposta adaptativa
precoce (ALIBRAHEM et al., 2025). Tal redistribuigdo também pode favorecer mecanismos
de protegdo tecidual e controle da dor aguda (BARKER, 2014). Assim, ¢ plausivel que, diante
da perda local de lisina nos tecidos periodontais, 0 organismo ative mecanismos compensatorios
sistémicos, como o aumento da lisina circulante, com o objetivo de preservar a integridade
epitelial e modular a inflamagao.

Além dos aminoacidos essenciais, a analise metabonomica também evidenciou
concentracdes aumentadas de aminoacidos nao essenciais, como a tirosina e a 4-hidroxiprolina,
no soro de pacientes com associa¢ao de cancer de mama e periodontite. A tirosina desempenha
fungdes biolodgicas vitais, incluindo a sintese de neurotransmissores como dopamina,
norepinefrina e epinefrina, além de hormoénios da tireoide e melanina (FERNSTROM;
FERNSTROM, 2007; SLOMINSKI; ZMIJEWSKI; PAWELEK, 2012). Estudos prévios, como
os de Sugimoto et al. (2010), Barnes et al. (2011) e Romano et al. (2019), relataram niveis
elevados de tirosina na saliva de pacientes com periodontite, destacando seu papel no processo
de destruicdo tecidual. Romano et al. (2019), em particular, ressaltam o potencial da tirosina
como biomarcador para o monitoramento da progressao da doenca. A inflamagdo cronica

promove o aumento dos niveis de tirosina, possivelmente devido a ativagdo imunoldgica e suas
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repercussdes no metabolismo de aminoacidos (CAPURON et al., 2011; MURR et al., 2014).
No presente estudo, foi possivel observar um aumento nos niveis de tirosina no soro de
pacientes com periodontite e cancer de mama de forma simultanea, indicando uma provavel
amplificacdo das alteragdes metabdlicas na presenca dessas condigdes.

De forma semelhante, a andlise também revelou um aumento significativo de 4-
hidroxiprolina no soro das pacientes com periodontite. A 4-hidroxiprolina ¢ um aminoacido
derivado da hidroxilagdo po6s-traducional da prolina, catalisada pela enzima prolil-4-hidroxilase
durante a biossintese do colageno (LIOI et al., 2024; SONG et al., 2023). Essa modificagdo
confere estabilidade térmica a estrutura helicoidal tripla do coldgeno, importante para a
manutencdo de sua integridade em condicdes fisiologicas (SONG et al., 2023). Presente em
praticamente todos os tipos de coldgeno, a 4-hidroxiprolina estd diretamente relacionada a
resisténcia mecanica da matriz extracelular (MEC) e a sustentacao da arquitetura tecidual
(GARDEAZABAL; IZETA, 2024). No contexto da fisiopatologia, tanto na periodontite quanto
no cancer de mama, ha uma intensa remodelagdo da MEC, com aumento da degradacao do
colageno, o que leva ao acumulo de 4-hidroxiprolina nos fluidos corporais (DENG; WONG;
PENG, 2024; PHANG et al., 2015).

Na periodontite, o processo inflamatdrio induz a expressao de metaloproteinases (MMPs),
que degradam o colageno e promovem a liberagdo de 4-hidroxiprolina na circulagdo
(GARDEAZABAL; IZETA, 2024; DENG; WONG; PENG, 2024). Esse mecanismo também
estd relacionado ao aumento da concentragdo de prolina e de outros aminoacidos derivados do
colageno na saliva de pacientes com doenga periodontal (BALCI et al., 2021). De maneira
semelhante, no cancer de mama, observa-se uma deposicdo exacerbada de colageno,
especialmente sob hipoxia tumoral, com ativacdo de prolil-4-hidroxilases e aumento
subsequente na disponibilidade de 4-hidroxiprolina (SONG et al., 2023; NECULA et al., 2022).
A degradagao do colageno no microambiente tumoral também participa da modulagdo de vias
de sinalizagdo envolvidas na migra¢ao e invasao celular (PHANG et al.,2015). Em consonancia
com esses achados, os dados obtidos na presente pesquisa revelaram niveis elevados de 4-
hidroxiprolina no soro de pacientes com periodontite associada ao cancer de mama.

No heatmap, a 2'-desoxiguanosina voltou a se destacar como metabolito significativamente
aumentado entre as pacientes com periodontite, corroborando os achados observados na PCA.
Essa associacdo com a periodontite ja havia sido discutida anteriormente neste trabalho,
reforcando a relevancia desse metabolito nos processos inflamatérios e de estresse oxidativo
envolvidos na doenga (AMENTE et al., 2019; GORINI et al., 2021; KARWOWSKI, 2024;
KONOPKA et al., 2007).
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Os resultados deste estudo reforcam a aplicabilidade da espectroscopia de RMN de 'H de
alta resolucao na analise metabolica de biofluidos, evidenciando seu valor como ferramenta
robusta em investigagdes metabondmicas. Além disso, os achados contribuem ao evidenciar
alteracdes no perfil metabdlico de pacientes com periodontite associada ao cancer de mama,

uma relacdo ainda ndo explorada pela literatura.
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7  CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo geral discriminar amostras de pacientes
acometidas por cancer de mama com e sem periodontite, por meio de uma abordagem
metabondmica baseada em espectroscopia de RMN. A investigacdo revelou diferencas
marcantes nos perfis metabdlicos entre os grupos analisados, sugerindo que a presenca
concomitante da periodontite pode influenciar o metabolismo sist€émico de pacientes com
cancer de mama. Esses achados reforgam a hipdtese de que processos inflamatorios cronicos
orais, como a periodontite, estdo associados a alteragdes no perfil de metabolitos enddgenos,
aspecto que merece ser mais profundamente explorado em estudos futuros com maior poder
amostral.

No que se refere a caracterizacdo da amostra, observou-se que, entre as 12 pacientes
incluidas na pesquisa, metade apresentava sinais clinicos compativeis com periodontite,
indicando uma elevada prevaléncia da doenca nesse grupo especifico de mulheres com cancer
de mama. Essa constatacdo reforg¢a a necessidade de considerar condi¢des periodontais em
contextos oncolodgicos, especialmente diante da possibilidade de interacdes sistémicas.

Adicionalmente, embora a analise descritiva tenha evidenciado padrdes distintos nos
parametros periodontais em relagao as caracteristicas tumorais, o tamanho reduzido da amostra
limitou a possibilidade de se estabelecer correlagdes estatisticamente significativas.

Por fim, a andlise metabondmica realizada por meio da PCA permitiu identificar
metabolitos com potencial discriminatorio entre os grupos, desde que considerados em
conjunto. Em outras palavras: nenhum desses metabdlitos isoladamente ¢ capaz discriminar os
grupos, mas podem discriminar se associados. Pacientes sem periodontite apresentaram maior
concentracao de isobutirato, celobiose e 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina, enquanto aquelas com
periodontite exibiram elevacdo de L-arginina, 2'-desoxiguanosina e lactato. Ja a andlise por
heatmap indicou o aumento de metabdlitos como 4-hidroxiprolina, L-isoleucina, L-lisina, L-
tirosina e L-valina nas pacientes com periodontite, o que sugere a existéncia de uma assinatura
metabdlica especifica associada a condicao periodontal em mulheres com cancer de mama.

Dessa forma, os resultados apresentados oferecem evidéncias preliminares sobre a
influéncia da periodontite no perfil metabolico de pacientes com cancer de mama, apontando
para uma possivel interacdo bioldgica entre essas duas condi¢des cronicas. A principal
contribuicao tedrica deste estudo reside na introdugcdo de uma perspectiva metabondmica
inédita sobre a interface entre inflamacao periodontal e cancer, ampliando a compreensdo das

vias metabolicas envolvidas e estabelecendo fundamentos para investigagdes futuras.
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8 LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

As principais limitagdes do estudo incluem o nimero reduzido de amostras, o que pode
comprometer a generalizacdo dos resultados. Além disso, a impossibilidade de aplicar um
método supervisionado de anélise de dados pode ter dificultado a identificagdo de padrdes mais
refinados entre os grupos. Outra limitacdo foi a inclusdo de pacientes que estavam em
tratamento oncoldgico, o que pode ter influenciado o perfil metabondmico observado.

Para futuros estudos, recomenda-se ampliar o nimero de amostras e incluir na pesquisa
apenas pacientes que ndo estejam em tratamento oncologico, a fim de verificar a consisténcia
dos resultados observados. Além disso, seria importante aplicar esses achados em coortes
prospectivas, para avaliar a evolugdo das alteragdes metabodlicas ao longo do tempo e em
diferentes estagios das condicdes. Este estudo serve como um piloto que oferece resultados
promissores, mas que necessita de um conjunto amostral mais robusto para validar e expandir

suas conclusdes.
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CONSUMO DE BEBIDA ALCOOLICA

N° do Prontuario:

Nome:

CPF: Data de Nascimento: / /

QUESTIONARIO CAGE

C — (cut down) — Alguma vez sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida ou parar de beber?
0—( )ndol—( )sim

A — (annoyed) — As pessoas o (a) aborrecem porque criticam o seu modo de beber?

0—( )ndol—( )sim

G — (guilty) — Se sente culpado (a) pela maneira com que costuma beber?

0—( )ndol—( )sim

E — (eye opened) — Costuma beber pela manha (ao acordar), para diminuir o nervosismo ou a ressaca?
0—( )ndol—( )sim

Resultado: Se CAGE > 2, resultado do questionario AUDIT (Alcool Use Disorders Identification Test)

QUESTIONARIO AUDIT

1. Com que frequéncia consome bebidas que contém alcool? [Escreva o nimero que melhor corresponde a sua situacao.]
0 = nunca

1 =uma vez por més ou menos

2 = duas a quatro vezes por més

3 = duas a trés vezes por semanas

4 = quatro ou mais vezes por semana

2. Quando bebe, quantas bebidas contendo alcool consome num dia normal?
0 =uma ou duas

1 = trés ou quatro

2 = cinco ou seis

3 = de sete a nove

4 = dez ou mais

3. Com que frequéncia consome seis bebidas ou mais numa tinica ocasiao?
0 = nunca

1 = menos de uma vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

4. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia se apercebeu de que nao conseguia parar de beber depois de comecar?
0 = nunca

1 = menos de uma vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

5. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia nio conseguiu cumprir as tarefas que habitualmente lhe exigem por ter
bebido?

0 = nunca

1 = menos de uma vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente
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6. Nos tltimos 12 meses, com que frequéncia precisou beber logo de manha para “curar” uma ressaca?
0 = nunca

1 = menos de uma vez por meés

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

7. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia teve sentimento de culpa ou de remorsos por ter bebido?
0 = nunca

1 = menos de uma vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

8. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia nfio se lembrou do que aconteceu na noite anterior por causa de ter bebido?
0 = nunca

1 = menos de uma vez por més

2 = pelo menos uma vez por més

3 = pelo menos uma vez por semana

4 = diariamente ou quase diariamente

9. Ja alguma vez ficou ferido ou ficou alguém ferido por vocé ter bebido?
0 =ndo

1 = sim, mas ndo nos ultimos 12 meses

2 = sim, aconteceu nos ultimos 12 meses

10. Ja alguma vez um familiar, amigo, médico ou profissional de saiide manifestou preocupacao pelo seu consumo de dlcool
ou sugeriu que deixasse de beber?

0 =ndo

1 = sim, mas ndo nos ultimos 12 meses

2 = sim, aconteceu nos ultimos 12 meses

Obs.: Preencha as questdes 2 e 3, transformando as quantidades em “doses™
> CERVEJA: 1 copo (de chope — 350ml), 1 lata— 1 “DOSE” ou garrafa — 2 “DOSES”
> VINHO: | copo comum grande (250ml) —2 “DOSES” — 2 “DOSES” ou | garrafa — 8 “DOSES”
> CACHACA, VODCA, UISQUE ou CONHAQUE: 1 “martelinho” (60ml) — 2 “DOSES” 1 “martelo” (100ml) — 3
“DOSES” OU 1 garrafa —mais de 20 “DOSES™
> UISQUE, RUM, LICOR, etc.: | “dose de dosador” (45-50ml) — 1 “DOSE”

Obs.2:
- Nas questdes niimero 1 e 3, caso ndo seja compreendido, substitua por “com que frequéncia™ ou “quantas vezes por ano, més ou
semana’’; nas questdes 4 a 8, substitua por de quanto em quanto tempo™.
- Nas questdes numero 4 a 8 caso ndo seja compreendido, substitua “durante o ltimo ano” por “desde o més de .....(corrente) do
ano passado.
- Na questdo 3 substitua “seis ou mais doses” pela quantidade equivalente das bebidas no(s) recipientes em que sdo consumidas.
Ex. “....trés garrafas de cerveja ou mais”...

Resultado: Some o niimero de cada uma de suas 10 respostas, consulte na tabela abaixo em qual intervalo numeérico seu resultado
se encontra, este resultado estima o risco do seu tipo de consumo:

Consumo de Baixo Risco — 0 a 7 pontos

Consumo de Risco — 8 a 15 pontos

Uso Nocivo ou Consumo de Alto Risco — 15 a 19 pontos

Possivel Dependéncia — 20 ou mais pontos

Miximo — 40 pontos
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QUESTIONARIO DE FARGESTROM

N° do Prontuario:

Nome:

CPF: Data de Nascimento: / /

Responda as perguntas abaixo, some o niimero no final de cada resposta e veja oresultado no fim da pagina.

Em quanto tempo depois de acordar vocé fuma o primeiro cigarro?
() Dentro de 5 minutos 3)
() 6-30 minutos (2)
() 31-60 minutos (1)
() Depois de 60 minutos  (0)

Vocé acha dificil ficar sem fumar em lugares onde é proibido (porexemplo, na igreja, no cinema, em
bibliotecas, e outros)?
() Sim (1)
( ) Niao (0)

Qual o cigarro do dia que traz mais satisfacao?
() O primeiro damanha (1)
() Outros 0)

Quantos cigarros vocé fuma por dia?

( ) Menos de 10 (0)
()Della20 1)
()De 21a30 (2)
( ) Mais de 31 (3)

Vocé fuma mais frequentemente pela manha?
() Sim (1)
() Nao (0)

Vocé fuma mesmo doente quando precisa ficar na cama a maior partedo tempo?

() Sim (1)
() Nao (0)
Resultado:

Avaliacao do resultado Dependéncia (soma dos pontos):
e  0-2: muito baixa
e  3-4: baixa
e 5:média
e 6-7:elevada
e 8-10: muito elevada
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PERFIL METABONOMICO DE PACIENTES DIAGNOSTICADAS COM CANCER DE
MAMA E PERIODONTITE

Pesquisador: LARISSA GIOVANNA VIANA TRINDADE ZIMMERLE DA NOBREGA
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 79165224.7.0000.8807

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.806.140

Apresentacgao do Projeto:

Este trata-se de um projeto de pesquisa para Dissertacdo do Programa de Pés-Graduagdao em Saude
Translacional da Universidade Federal de Pernambuco, submetido por Larissa Giovanna Viana Trindade
Zimmerlle da Noébrega, sob orientagdo do Professor Dr. Ricardo Oliveira da Silva. As informagdes aqui
descritas foram extraidas dos documentos: PB_INFORMAQGES_BASICAS_DO_PROJETO_2314253
(3).pdf e Projeto_Detalhado_Final.

A pesquisadora informa que a literatura recentemente vem sugerindo uma relagdo entre periodontite e
diferentes tipos de cancer. Alguns estudos encontraram uma associagdo estatisticamente significativa entre
periodontite e o surgimento das neoplasias malignas, outros sugerem que varias espécies de patégenos
associados a periodontite induzem a expressao de genes que também estao relacionados a carcinogénese
por meio da atividade de inibicdo da apoptose e do aumento da migragdo e invasao celular.

A metabonémica pode ser definida como a medida quantitativa da resposta metabdlica multiparamétrica e
dinamica de sistemas vivos a estimulos fisiopatolégicos ou modificagdo genética. (ROBERTSON, 2005) Na
estratégia metabondémica avalia-se mudangas no perfil dos metabdlitos presentes no biofluido com a
agressdo sofrida. (ROBERTSON, 2005) Esses metabdlitos sdo produtos intermediarios ou finais do
metabolismo em uma amostra bioldgica e o conjunto de todos os metabdlitos de baixa massa molecular (até
1500 Da), presentes em um sistema bioldgico, € chamado de metaboloma. (CANUTO et al., 2017) Assim, a
metabolémica
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identifica e quantifica os metabdlitos presentes em um determinado sistema biolégico, usando amostras que
incluem plasma, urina, saliva, tecidos e outros.

Os termos metabonémica e metabolémica frequentemente sdo usados como sinénimos (MADSEN et al.,
2010), a diferenca é que a analise metabolémica exige a utilizagdo de uma ferramenta de separagéo de
misturas, normalmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia em fase gasosa
(CG), associada a espectrometria de massas; en quanto na estratégia metabondmica, a andlise é feita sem
a utilizacdo de um meio de separagao de mistura, com minima intervengdo na amostra, normalmente
usando a espectroscopia de res sonancia magnética nuclear (RMN). (DUNN; ELLIS, 2005) A RMN de 1H é
a técnica mais utilizada atualmente devido aos beneficios ja citados e ao fato de ter uma alta resolugao,
sendo capaz de avaliar diferente tipos de metabdlitos bem como de realizar analises quantitativas e
qualitativas. (LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2003; MAYR, 2008) Essa técnica funciona detectando sutis
mudancas na frequéncia de ressonancia dos nucleos de hidrogénio-1 quando expostos a campos
magnéticos fortes e pulsos de radiofrequéncia. (LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2003; MAYR, 2008) Essa
frequéncia de ressonancia varia com o ambiente quimico em torno do nucleo de hidrogénio-1, permitindo a
diferenciacao, identificacdo e quantificagdo das diferentes moléculas presentes na amostra. Os dados
obtidos geram um espectro de frequéncias no qual cada pico é examinado considerando sua posi¢éo na
faixa de frequéncia, intensidade e interagcées com outros nucleos. (MAYR, 2008).

A identificagdo de alteragdes no metaboloma causadas por determinadas patologias permite tanto o estudo
de mecanismos fisiopatolégicos como a identificagdo de biomarcadores associados a determinados
fenétipos (JAYARAMAN et al., 2014). O perfil de metabdlitos endégenos relacionados a uma doenga é
identificado como uma ;impresséo digital metabdlica; do processo patolégico, razdo pela qual a
metabonémica vem se destacando como uma ferramenta diagnéstica valiosa. (GODOY et al., 2010)
Trata-se de um estudo observacional, descritivo, transversal, usando amostra de conveniéncia, ndo-
probabilistica, a partir de pacientes diagnosticadas com cancer de mama, provenientes do Servigo de
Oncologia do HC/EBSERH/UFPE, observando-se os critérios de inclusdo e exclusdo. As pacientes serdo
distribuidas em dois grupos: Grupo 1 - Pacientes com cancer de mama e periodontite; Grupo 2 - Pacientes
com cancer de mama sem periodontite.

A pesquisa sera realizada no periodo compreendido entre julho e dezembro de 2024 em trés locais distintos:
I)i)no NDC (antigo SAME) no HC/EBSERH/UFPE para consulta aos prontuadrios;
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I1)/O recrutamento dos sujeitos da pesquisa, avaliagdo periodontal e coleta sanguinea seréo realizados no
Servigo de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE; O numero de participantes podera oscilar em razdo dos
critérios de exclusdo e discordancia da paciente em participar do estudo. Nas informagdes basicas do
Projeto estima-se 30 pacientes com cancer de mama e periodontite, e outro grupo com 30 pacientes com
cancer de mama sem periodontite;

IIl)/A analise do metaboloma sera realizada no Departamento de Quimica Fundamental (DQF), Laboratério
da Central Analitica e Laboratério de Metabonémica e Quimiometria.

Critérios de inclusdo: Mulheres com cancer de mama confirmados por ultrassonografia/mamografia seguida
de bidpsia, diagnosticadas ou acolhidas no Servigo de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE. Pacientes com 18
anos ou mais serdo elegiveis para participar. Ndo havera restricdes quanto ao estadiamento do cancer e ao
tratamento.

Critérios de exclusao: Mulheres que ja tenham completado o tratamento contra o cancer ou consideradas
em remissdo serdo excluidas. Pacientes que apresentem menos de dez dentes também néo fardo parte do
estudo.

Recrutamento dos Participantes: As pacientes serdo recrutadas até a data final ser alcangada. Elas serédo
instruidas, pelo médico assistente ou pesquisadora, acerca do objeto da pesquisa, sos beneficios e riscos
associados. Caso queiram participar, serdo convidadas a assinar o TCLE. Os prontuarios selecionados
serdo analisados em detalhes, abrangendo dados demograficos e informagdes especificas sobre cancer de
mama. Também serdo coletados resultados de exames laboratoriais e exposicéo a fatores de risco.

Sera aplicado um questionario de saude e um questionario para obter informagdes sobre exposicao a
fatores de risco para periodontite e/ou cancer de mama com todas as participantes da pesquisa no
ambulatério de oncologia (questionario sobre riscos comportamentais/ ambientais). Posteriormente, dados
relacionados ao diagnéstico clinico periodontal serdo coletados através da realizagdo do um exame clinico
periodontal, a fim de estabelecer o diagnéstico da condigéo periodontal de acordo com a classificagdo das
doencas e condi¢des periodontais e perimplantares, incluindo o estagio, extensdo e grau da periodontite
sempre que for possivel. Os instrumentais odontolégicos utilizados para realizagdo do exame periodontal
estdo descritos na metodologia do projeto.

Para auxiliar o diagnoéstico periodontal sera considerado se participante tabagista ou ndo conforme escala
de Fagerstrom e perfil glicémico (glicemia plasmatica de jejum [>126 mg/dl em 2 momentos diferentes] e
hemoglobina glicada (HbA1c) [¢ 6,5%]), conforme informacgdes
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do prontuario.

Sera realizada a coleta de amostra sanguinea, de todas as participantes da pesquisa, por meio de pungédo
venosa periférica para analise por Ressonancia magnética de 1H.

A amostra de sangue sera centrifugada (3000 RPM por 15 minutos), visando obter o soro (sobrenadante).
Uma fracédo de 2,0 ml de soro sera transferido para um eppendorf e mantido em ultrafreezer a -40°C até o
momento da analise por Ressonancia magnética nuclear (RMN). A identificacdo dos metabdlitos de
interesse sera realizada através dos bancos de dados eletrénicos Human Metabolome Database (HMDB)
(WISHART et al., 2022), Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB) (HOCH et al., 2022) e artigos
publicados.

O material biolégico sera devolvido, apds analise por RMN, ao Hospital das Clinicas para descarte
adequado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Discriminar amostras de pacientes acometidas por periodontite e cancer de mama
daquelas acometidas por cancer de mama sem periodontite, através de uma abordagem metabonémica.
Objetivo Secundario:

- Identificar a prevaléncia da periodontite nas pacientes com cancer de mama atendidas no Servigo de
Oncologia do HC/EBSERH/UFPE;

- Descrever os diagnésticos periodontais apresentados e correlacionar com a classificagdo do cancer de
mama (tipo histolégico, grau, tipo molecular e estadiamento) sempre que essa informacao estiver disponivel;
- Identificar os metabdlitos enddégenos responsaveis pela discriminagdo dos grupos estudados

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O exame clinico periodontal podera gerar sensagao dolorosa que é de intensidade variavel para
cada individuo e por isso sera realizado criteriosamente, utilizando-se a forca recomendada (25N), e
respeitando o individuo que neste momento declarar que ndo deseja ser submetido a este desconforto,
apesar de oferecer um risco minimo. O exame pode, ainda, liberar bactérias da cavidade oral na corrente
sanguinea, mas o mesmo pode acontecer em varias circunstancias, por exemplo, irrigagdo subgengival,
extracdo, tratamento endododntico, escovacdo dos dentes e mastigagdo. A pungdo venosa trata-se de um
procedimento invasivo e
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possui varios riscos (medo/ansiedade; reacao vasovagal; punc¢ao arterial; dor/lesdo de nervos; sangramento
persistente; hematoma; alergia e infecgdo) na sua execucao, os quais devem ser conhecidos, comunicados
e minimizados, através de procedimentos de prevengao (deixar claro que o paciente sabera cada passo, o
que sera feito e o que vai sentir; assegurar que o paciente esteja assentado em uma cadeira apropriada;
fazer uma palpagéo cuidadosa e aplicar um angulo adequado de entrada do bisel; perfurar apenas a parede
superior da veia, remover o garrote antes de remover a agulha e certificar-se de que a agulha penetrou
completamente a parede da veia; uso de luva nitrilica e garrote de tecido para redugdo do risco de alergia;
adesdo a uma técnica asséptica ird minimizar o risco de infecgdo cruzada de colhedor para paciente [por
exemplo, limpeza profunda das maos usando agua e sabao seguido de uso de alcool 70% e luvas]).
Beneficios:

Estudos apontam que o tratamento odontolégico prévio ao tratamento oncoldgico favorece a resposta clinica
e até mesmo a tolerabilidade a imunoterapia. Assim, apds possuirem o diagndstico periodontal definido, as
pacientes serdo encaminhadas para o tratamento odontolégico das necessidades que forem diagnosticadas.
As pacientes serdo encaminhadas a USF do territério em que estdo inseridas. Isso sera realizado, a fim de
que o cuidado de suporte desses pacientes seja confirmado e prioridades sejam dadas para reavaliagdo e
manutencdo dos cuidados periédicos. Além disso, o tratamento oncolégico geralmente envolve
consequéncias orais, como: Mucosite (inflamagcdo do tecido que reveste todo o trato gastrintestinal);
Xerostomia (sensagdo de boca seca, podendo estar associada ou ndo a diminui¢cdo do fluxo salivar);
Disgeusia (diminuigdo ou alteragdo do paladar); Disfagia (dificuldade de engolir. Tosses e/ou engasgos
durante ou logo apés alimentagdo; sensacgdo de alimento parado na garganta); Odinofagia (dor ao engolir
alimentos) e Infecgdes oportunistas (bacterianas, virais e fungicas). Portanto, as participantes da pesquisa
receberdo uma cartilha com informagdes sobre cuidados que podem ser realizados para minimizar
consequéncias orais decorrentes da terapia oncolégica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Vide " Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Vide " Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE W: il e
PERNAMBUCO - HC/UFPE

Continuacédo do Parecer: 6.806.140

Recomendacgoes:

- Recomendamos corrigir o texto da pagina 14 do Projeto de pesquisa, ultimo paragrafo, visto que sera
aplicado um questionario e nao realizado;

- Caso haja participacao de outros profissionais na aplicagdo dos questionarios favor informar o (os) demais
colaboradores na plataforma;

- Recomendamos informar autoria na diagramacgao/elaboracéo da ;Cartilha de cuidados bucais durante a
terapia oncoldgica; ;

- Sugerimos corrigir o Questionario Internacional de Atividade Fisica - IPAQ (International Physical Activity
Questionary) informando que as perguntas de nimero 3 a 6 ndo fazem parte do IPAQ, sendo destinadas
apenas para o publico alvo de sua pesquisa, e posteriormente avaliar a sua inser¢gdo na segdo de anexo ao
invés de apéndice.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/04/2024 Aceito
do Projeto ROJETO 2314253 .pdf 20:12:08
Projeto Detalhado / |Projeto_Detalhado_Final_Larissa.pdf 18/04/2024 |LARISSA Aceito
Brochura 20:09:03 | GIOVANNA VIANA
Investigador TRINDADE

ZIMMERLE DA

NOBREGA
Projeto Detalhado / |Projeto_Detalhado_Final_Larissa.docx 18/04/2024 |LARISSA Aceito
Brochura 20:08:45 |GIOVANNA VIANA
Investigador TRINDADE

ZIMMERLE DA

NOBREGA
TCLE / Termos de | TCLE_maiores_18anos.docx 18/04/2024 |LARISSA Aceito
Assentimento / 20:07:49 | GIOVANNA VIANA
Justificativa de TRINDADE
Auséncia ZIMMERLE DA

NOBREGA
TCLE / Termos de [ TCLE_maiores_18anos.pdf 18/04/2024 |LARISSA Aceito
Assentimento / 20:07:38 | GIOVANNA VIANA
Justificativa de TRINDADE
Auséncia ZIMMERLE DA

Enderego: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 1? sala a esquerda do

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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QB

mo

TCLE / Termos de [ TCLE_maiores_18anos.pdf 18/04/2024 | NOBREGA Aceito
Assentimento / 20:07:38
Justificativa de
Auséncia
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 17/04/2024 Aceito
do Projeto ROJETO_2314253.pdf 13:45:49
Outros Declaracao_Vinculo.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:43:02 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Outros Anuencia_Quimica_Assinada.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:41:36 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
QOutros Anuencia_Oncologia_Assinada.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:41:16 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Qutros Anuencia_NDC_Assinada.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:39:50 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
QOutros Anuencia_GEP_Assinada.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:39:27 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Outros Termo_compromisso_confidencialidade | 17/04/2024 |LARISSA Aceito
_assinado.pdf 13:38:31 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Qutros Curriculos_Lattes_Larissa_Nobrega.pdf | 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:37:17 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
QOutros Curriculo_L attes_Ricardo_Silva.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:36:51 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Projeto Detalhado Projeto_Detalhado_Final_Larissa.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito

Enderecgo:

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(81)2126-3743

UF: PE
Telefone:

CEP: 50.670-901
RECIFE

E-mail:

Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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QB

mo

/ Brochura Projeto_Detalhado_Final_Larissa.pdf 13:35:24 | GIOVANNA VIANA Aceito
Investigador TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Projeto Detalhado / |Projeto_Detalhado_Final_Larissa.pdf 17/04/2024 |LARISSA Recusad
Brochura 13:35:24 | GIOVANNA VIANA o
Investigador TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Cronograma Cronograma.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:34:44 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
Orgamento Orcamento.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:34:31 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA
TCLE / Termos de [ TCLE_maiores_18anos.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
Assentimento / 13:34:07 | GIOVANNA VIANA
Justificativa de TRINDADE
Auséncia ZIMMERLE DA
NOBREGA
TCLE / Termos de [ TCLE_maiores_18anos.pdf 17/04/2024 |LARISSA Recusad
Assentimento / 13:34:07 | GIOVANNA VIANA o
Justificativa de TRINDADE
Auséncia ZIMMERLE DA
NOBREGA
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Assinada.pdf 17/04/2024 |LARISSA Aceito
13:33:52 | GIOVANNA VIANA
TRINDADE
ZIMMERLE DA
NOBREGA

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderecgo:

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(81)2126-3743

UF: PE
Telefone:

CEP: 50.670-901
RECIFE
E-mail:

Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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RECIFE, 06 de Maio de 2024

Assinado por:
Ana Caetano
(Coordenador(a))

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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APENDICE A

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA
DE SERVICOS HOSPITALARES

Hospital das Clinicas
UFPE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o(a) Sr.(a.) para participar como voluntario(a) da pesquisa PERFIL METABONOMICO DE PACIENTES
DIAGNOSTICADAS COM CANCER DE MAMA E PERIODONTITE, que est4 sob a responsabilidade do(a) pesquisador(a)
Larissa Giovanna Viana Trindade Zimmerle da Nobrega, com endereco na Av. Prof. Artur de Sa, 329-481 - Cidade Universitaria,
Recife - PE, CEP 50740-525. Telefone para contato: (81) 9.89140187 E-mail: larissa.trindade@ufpe.br.

A mesma esta sob a orientagdo de: Dr. Ricardo Oliveira da Silva, Telefone: (81) 2126-7465, e-mail ricardo.silva@ufpe.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacido do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que esta em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir é
um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Descricao da pesquisa e esclarecimento da participacio: O presente estudo sera realizado em pacientes com
periodontite e cancer de mama, a fim de investigar se ha alguma correlagao entre as doencas. Serdo coletados dados do prontuario:
Dados gerais (nome, CPF, data de nascimento, idade, sexo, cor/raca, endereco de origem, telefone, escolaridade e ocupacao), ha
quanto tempo foi diagnosticada com cancer de mama, histérico familiar e estadiamento do cancer. Todas as participantes serao
submetidas a algumas perguntas (anamnese) e exame clinico periodontal (feito para determinar se ha algum problema gengival).
Também sera realizada a coleta de 5 ml de sangue (1 colher das de cha — por pungdo de veia do brago) para anélise. Esses

procedimentos serdo realizados presencialmente, no Servi¢o de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE. A amostra sanguinea sera
submetida a uma analise por meio de ressonancia magnética nuclear nas dependéncias do Departamento de Quimica Fundamental
da UFPE. A coleta sanguinea e exame periodontal serdo realizados uma tinica vez para cada voluntario. A anamnese, exame
periodontal e coleta sanguinea terdo uma duragao média de 2:30 h.

Riscos: O exame clinico periodontal podera gerar sensacao dolorosa que é de intensidade variavel para cada individuo e
por isso sera realizada criteriosamente, respeitando o individuo que neste momento declarar que nao deseja ser submetido a este
desconforto, apesar de oferecer um risco minimo. O exame pode, ainda, liberar bactérias da cavidade oral na corrente sanguinea,
mas o mesmo pode acontecer em varias circunstancias, por exemplo, irrigacdo subgengival, extracdo, tratamento endodontico,
escovacdo dos dentes e mastigagdo. A pungao venosa trata-se de um procedimento invasivo e possui alguns riscos (medo/ansiedade;
reagao vaso-vagal; puncdo arterial; dor/lesdo de nervos; sangramento persistente; hematoma; alergia e infec¢ao) na sua execugao,
os quais devem ser conhecidos, comunicados e minimizados, através de procedimentos de prevencao (deixar claro que o paciente
sabera cada passo, 0 que sera feito e o que vai sentir; assegurar que o paciente esteja assentado em uma cadeira apropriada; fazer
uma palpacdo cuidadosa e aplicar um angulo adequado de entrada do bisel; perfurar apenas a parede superior da veia, remover o
garrote antes de remover a agulha e certificar-se de que a agulha penetrou completamente a parede da veia; uso de luva nitrilica e
garrote de tecido para reducdo do risco de alergia; adesdo a uma técnica asséptica ira minimizar o risco de infeccdo cruzada de
colhedor para paciente [por exemplo, limpeza profunda das maos usando agua e sabao seguido de uso de alcool 70% e luvas]). O
risco inerente a todo processo de pesquisa cientifica e comum aos estudos documentais baseados em registros de dados é a nao
observancia a confidencialidade dos dados dos participantes, em que se destaca a sua identidade pessoal e fotografias clinicas (nao
se aplica a este projeto). os dados serdo coletados e planilhados pela equipe de pesquisa em espago reservado, sem a presenca de
outra pessoa que ndo compunha a equipe de pesquisa e ficardo armazenados em um notebook com acesso aos dados restrito a equipe
de pesquisa por senha. Os dados dos participantes da pesquisa serdo mantidos em sigilo pela equipe de pesquisa conforme previsto
pelo CEP/CONEP.

Beneficios: Estudos apontam que o tratamento odontoldgico prévio ao tratamento oncoldgico favorece a resposta clinica e
até mesmo a tolerabilidade a imunoterapia. Assim, apds possuirem o diagnéstico periodontal definido, as pacientes serdo
encaminhadas para o tratamento odontologico das necessidades que forem diagnosticadas, a fim de melhorar ndo apenas a saude
bucal, mas também a saude geral. A Unidade de Satide da Familia (USF) [também chamado de posto de saude ou postinho] faz
parte da Atencdo Primaria a Saude (APS), que € a porta de entrada prioritaria para a organizagdo do cuidado na Rede de Atencao
a Saude (RAS). Atua como ordenadora da rede e coordenadora do cuidado, além de realizar o cuidado integral e continuo da
populagdo que esta sob sua responsabilidade. Compete a APS o apoio ao cuidado das pessoas com céncer, dado que o tratamento
ao cancer ¢ oferecido pela rede hospitalar, mas o tratamento de outros agravos bucais pode ser realizado na APS em sintonia com
atencdo hospitalar. Dessa forma, o cirurgido-dentista da USF ¢ responsavel pela avaliagdo odontoldgica e pela adequacdo do meio
bucal, a serem realizados antes do apds o término do tratamento oncoldgico. Desse modo, as pacientes diagnosticadas com qualquer
alteracdo odontoldgica que possa causar danos a satde bucal ou geral do paciente serdo encaminhadas a USF do territorio em que
estdo inseridas. Isso sera realizado, a fim de que o cuidado de suporte desses pacientes seja confirmado e prioridades sejam dadas
para reavaliagdo e manutengdo dos cuidados periddicos. Além disso, o tratamento oncolégico geralmente envolve consequéncias
orais, como: Mucosite (inflamacdo do tecido que reveste todo o trato gastrintestinal); Xerostomia (sensa¢do de boca seca, podendo
estar associada ou ndo a diminuicdo do fluxo salivar); Disgeusia (diminui¢do ou alteracdo do paladar); Disfagia (dificuldade de
engolir. Tosses e/ou engasgos durante ou logo ap6s alimentagao; sensagdo de alimento parado na garganta); Odinofagia (dor ao
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engolir alimentos) e Infeccdes oportunistas (bacterianas, virais e fiingicas). Assim, as participantes da pesquisa receberdo uma
cartilha com informacdes sobre alguns cuidados que podem realizados para minimizar consequéncias orais decorrentes da terapia
oncologica.

Armazenamento e utilizacio de material biologico: As amostras de soro serdo armazenadas no Laboratério de
Metabonémica e Quimiometria da UFPE, mesmo ap6s aquisi¢ao dos dados espectrais de RMN. Ao término da pesquisa, essas
amostras serao encaminhadas ao servico de oncologia do HC/EBSERH/UFPE, para o descarte adequado. Os dados espectrais
obtidos ficarao armazenados no computador do LabMeQ, mas nao contera dados gerais (pessoais) das voluntarias, sendo
identificado apenas por um cédigo. A autorizacdo para armazenamento e utilizacao desse material podera ser retirada pelo sujeito
da pesquisa, a qualquer momento.

Todas as informacgdes desta pesquisa serdao confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas,
nao havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa por meio de analise de prontuarios, exame odontologico periodontal e coleta
sanguinea, ficardo armazenados no computador pessoal da pesquisadora, em pastas especificas destinadas ao estudo (dados do
prontuario e resultados do exame periodontal), e no freezer do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE (amostras
sanguineas), até que seja realizada analise das amostras, sob a responsabilidade da pesquisadora principal, no enderego Av. Jorn.
Anibal Fernandes, s/n - Cidade Universitaria, Recife - PE, 50740-560, pelo periodo de minimo 5 anos ap6s o término da pesquisa.

O Sr./Sra. podera solicitar, se assim quiser, o relatério final da pesquisa que fez parte. Também, copias de todos os
resultados dos exames complementares realizados nesta pesquisa poderdo ser solicitadas ao pesquisador.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo é voluntaria, mas fica também
garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisao judicial
ou exftra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento
de transporte e alimentacao).

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do HC/UFPE/Ebserh no endereco: Avenida Prof. Moraes Rego, 1235, térreo - corredor
administrativo - Cidade Universitaria, Recife-PE, Brasil CEP: 50670-901, Tel.: (81) 2126.3743 — e-mail: cepsh.hc-
ufpe@ebserh.gov.br.

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, s
CPF , abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de
conversar e ter esclarecido as minhas diividas com o pesquisador responséavel, concordo em participar do estudo Perfil metabondémico de
pacientes diagnosticadas com céncer de mama e periodontite, como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagao.
Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgao
assisténcia/tratamento.

Local e data: Recife, / /

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e o aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
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FICHA CLINICA
I. Dados para identificacao
N° do Prontuario: Data do Exame Periodontal/Anamnese: / /
Nome:
RG: Orgio Expeditor: Estado: Data: / /
CPF: Data de Nascimento: / / Idade: Sexo: () Feminino

Cor: () branca ( )negra ( )parda ( )amarela ( )indigena
Estado Civil: ( ) Solteira / ( ) Casada/( ) Divorciada /( ) Viuva

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:
Telefone para contato: () - e () -
Renda individual: RS Renda familiar: RS

Quantos membros vivem sobre o mesmo teto?

Nivel de instru¢ao: ( ) Sem escolaridade ( ) Primeiro grau incompleto ( ) Primeiro grau completo ( ) Segundo grau incompleto
() Segundo grau completo ( ) Nivel superior incompleto ( ) Nivel superior completo ( )Pos-graduacao

Esta empregado atualmente? ( ) Sim ( )Ndo Qual fun¢io desempenha?

Servico de procedéncia: () Oncologia

Médico assistente: CRM:

II. Anamnese

1. Esta em tratamento médico atualmente, que néo seja oncoldgico? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, para qual(is) condi¢ao(des):

2. Esta fazendo uso de alguma Medicagdo, que ndo seja para o tratamento do cancer? ( ) Sim ( ) Ndo
Se sim, Qual(is):

3. Ja iniciou o tratamento oncoldgico? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim,
a) Ha quanto tempo?
b) Qual modalidade de tratamento ja foi realizada até o momento?

) Quimioterapia — Agente: Dose: Ciclos:

) Radioterapia — Regido: Dose: Sessdes:

) Terapia endocrina — Agente: Dose: Inicio:

) Imunoterapia — Agente: Dose: Inicio:

) Terapia-alvo— Agente: Dose: Inicio:

) Terapia com anticorpos monoclonais — Agente: Dose: Inicio:

) Terapia com inibidores de PARP

) Terapia com inibidores de CDK4/6
) Terapia com inibidores de PI3K

) Outros:

c) Ha outra informacdo importante sobre o tratamento oncologico?

o~

102



e
U[=3
[ [

— UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 4 PPG
w CENTRO DE CIENCIAS l\/IEPICAS SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE TRANSLACIONAL urPE TRANSLACIONAL
ﬂ' v 'g ——————
4. Esta gravida? ( ) Sim ( ) Nao
5. Habito de fumar: ( ) nunca fumou / ( ) ex-fumante: (anos que parou) / () fumante:

(quantos cigarros por dia)

6. Tem diabetes? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim:

a) Qual tipo de diabetes? ( ) TipoI ( ) TipoIL
b) Ha quanto tempo:

¢) Quais medicamentos utiliza:

d) No caso da insulina:

Qual tipo e dose?

Ha quanto tempo usa insulina?

HbAlc:

Glicemia em jejum:

7. Tem algum problema cardiovascular? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual(is):

() Pressdo alta / hipertensdo ( ) Insuficiéncia cardiaca ( ) Cardiopatia congénita

() Arritmia cardiaca ( ) Miocardite ( ) Infarto agudo do miocéardio: Ha quanto tempo?
8. Ja teve AVC/AVE? ( ) Sim ( ) Nao

9. Usa marca-passo ou proétese valvar? ( ) Sim ( ) Nao

10. Sofre de febre reumatica? ( ) Sim ( ) Nao

11. Tem/teve algum problema articular ou reumatismo? ( ) Sim/ ( ) Nao. Se sim, qual(is)?

12. Tem alguma doenca renal? ( ) Sim ( ) Nao, se sim, faz hemodialise? ( ) Sim ( ) Nao

13. Tem alguma doenca hepatica? ( ) Sim ( ) Nao. Se sim, qual(is)?

14. Tem alguma doenca gastrica? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, qual(is)?

15. Tem alguma doenca respiratéria? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, qual(is)?

16. Apresentou alguma alergia até o momento? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, a algum desses componentes?

( ) Latex ( ) Band-Aid ou similares ( ) Paracetamol ( ) Dipirona ( ) Amoxicilina
() Outros:

17. Tem/teve epilepsia, desmaios ou convulsdo? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, toma alguma medicacdao? Qual?

18. E transplantado? ( ) Sim ( ) Nio. Se sim, ha quanto tempo?

19. Ja foi operado? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, qual(is) cirurgia(as)
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20. Teve problemas com a cicatriza¢do? ( ) Sim ( ) Nao
21. Teve problemas com a anestesia? ( ) Sim ( ) Nao

22. Teve algum problema durante atendimento odontologico? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, qual(is)

23. Ja teve hemorragia? ( ) Sim ( ) Nao
III. Habitos de higiene bucal

1. Com que frequéncia vocé escova seus dentes?
( )Menos que 1xaodia ( )lxaodia ( )2xaodia ( )Maisque 2x aodia

2. O que vocé utiliza para limpar seus dentes?
( )Escovadental ( )Cremedental ( )Fiodental ( ) Escovainterdental ( ) Solugdo para bochechos ( ) Outros:

3. Quando vocé escova seus dentes?
( )Pelamanhd ( )Apodsoalmoco ( )Antesde dormir ( )Outros

4. Por quanto tempo vocé escova seus dentes?
() Menos que um minuto () Umminuto ( )Dois minutos ( ) Nao sabe

5. Com que frequéncia vocé costuma visitar o dentista?
() A cada 6 meses () Quando tem algum problema dental () Nunca foi ao dentista () Outros:

6. Quando foi a ultima vez que foi ao dentista?
( )Ha 6meses ( )Entre6-12meses ( )Entre -2 anos ( )entre 2-5anos ( ) Hamais de 5 anos

7. Esta em tratamento para alguma condi¢ao odontolégica no momento?
( )Néo ( ) Sim
Se sim, qual:

8. Qual(ais) tratamento(s) vocé realizou na sua ultima visita ao dentista?
() Consulta de acompanhamento ( ) Canal ( ) Tratamento na gengiva ( ) Restauracdo de um ou mais dentes
() Coroa/Protese () Tratamento ortodontico ( ) Extragdo dentaria ( ) Outros:

Eu » CPE
declaro que as informagdes acima prestadas sdo totalmente verdadeiras.

Recife, / /

Assinatura do Paciente ou seu Responsavel Legal

Assinatura da Pesquisadora
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FICHA COM DADOS SOBRE O CANCER DE MAMA

N° do Prontuario:

Nome:

CPF: Data de Nascimento: / /
1. Data do diagnéstico do cincer de mama: / /

2. Tipo histolégico: ( ) Carcinoma ductal in situ (CDIS) ( ) Carcinoma lobular in situ (CLIS)
() Carcinoma ductal invasivo (CDI) ( ) Carcinoma lobular invasivo (CLI)
( ) Carcinoma tubular ( ) Carcinoma medular ( ) Carcinoma ( ) Carcinoma mucinoso

() Carcinoma metapléasico ( ) Carcinoma apdcrino ( ) Carcinoma secretor ( ) Doenca de Paget

3.Graus: ( )Graul ( )Grau2 ( )Grau3

4. Tipo molecular: ( ) Luminal A ( ) Luminal B ( ) HER2 amplificado ( ) Triplo negativo

5. Estadiamento do cancer, classificacao TNM:

() Estagio 0 - Tis, N0, MO

() Estagio I - (T1, N0, MO0)

( ) Estagio ITA-( ) TO,N1,MO ou ( )T1,N1,MO ou ( )T2,NO0,MO

( ) EstagioIIB- ( ) T2,N1, MO ou ( )T3, N0, MO

( ) Estagio ITTIA - ( ) TO,N2, MO ou ( )T1,N2,M0 ou ( )T2,N2,M0 ou ( )T3,N1,MO ou ( )T3,N2, MO
() Estagio IIIB ( ) T4,NO, MO ou ( )T4,NI,M0 ou ( )T4,N2, MO

( )EstagioIIIC-T N3, MO0

()EstagioIV-T N Ml
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AVALIACAO PARA FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE MAMA

N° do Prontuario:

Nome:

CPF: Data de Nascimento: / /

1. Dados antropométricos:
a) Altura: m  b)Peso: kg c) IMC d) Circunferéncia da cintura cm
2. Sedentarismo:

International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) - Versao curta

As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica em uma semana NORMAL,
USUAL ou HABITUAL. As perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por
lazer, por esporte, por exercicio ou como pane das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sio MUITO
importantes. Por favor responda cada questdo mesmo que considere que néo seja ativo.

Para responder as questdes lembre-se que:

« Atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande esforco fisico e que fazem respirar MUITO
mais forte que o normal.

* Atividades fisicass MODERADAS  sdo aquelas que precisam de algum esfor¢o fisico e que fazem respirar UM
POUCO mais forte que o normal.

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos 10 minutos continuos de
cada vez:

2. a) Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerobica, jogar futebol, pedalar répido na bicicleta, jogar basquete,
fazer servigos domésticos pesados em casa, no quintal ou no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que
faca vocé suar BASTANTE ou aumentem MUITO sua respiragcdo ou batimentos do coracao.

dias por SEMANA () Nenhum

2.b) Nos dias em que vocé faz essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo no total
vocé gasta fazendo essas atividades por dia?
horas: Minutos:

2.1. a) Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar, fazer ginastica aerébica leve, jogar voleirecreativo,
carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim,
ou qualquer atividade que faga vocé suar leve ou aumentem moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coracdo
(POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum
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2.1. b) Nos dias em que vocé faz essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no
total vocé gasta fazendo essas atividades por dia?
horas: Minutos:

2.2. a) Em quantos dias de uma semana normal vocé caminha por pelo menos 10 minutos continuos em casa ou no
trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?
dias por SEMANA () Nenhum

2.2. b) Nos dias em que vocé caminha por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total vocé gasta
caminhando por dia?
horas: Minutos:

2.3. Estas ultimas perguntas sdo em relacdo ao tempo que vocé gasta sentado ao todo no trabalho, em casa, na escola ou
faculdade e durante o tempo livre. Isto inclui o tempo que vocé gasta sentado no escritério ou estudando, fazendo li¢do
de casa,visitando amigos, lendo e sentado ou deitado assistindo televisdo.

2.3. a) Quanto tempo por dia voce fica sentado em um dia da semana?

horas: Minutos:
2.3. b) Quanto tempo por dia vocé fica sentado no final de semana?
horas: Minutos:

3. Consome algum tipo de bebida alcoolica atualmente, mesmo que de forma social?
( )Sim ( )Nao
OBS.: Se sim, aplicar questionario CAGE. Se CAGE > 2, aplicar questionario AUDIT.

4. Fez radioterapia para tratamento de algum tumor (linfoma de Hodgkin, linfoma ndo-Hodgkin, tumor de Wilms,
Neuroblastoma, Leucemia, tumor 6sseo) em regido toracica antes dos 30 anos?
()Sim ( )Nao

5. Historia reprodutiva’hormonal:

a) Qual foi a data da sua primeira menstruacdo?
b) Tem filho(a)(as)(0s)? ( ) Sim ( )Nao
b.1) Se sim, quantos?

b.2) Se sim, a primeira gesta¢do aconteceu ap6s os 30 anos? ( ) Sim ( )N&o ( )Naio se aplica
c¢) Parou de menstruar antes dos 55 anos? ( ) Sim ( )Nao () Nao se aplica

d) Fez uso de pilulas anticoncepcionais? ( ) Sim ( )Nao

d.1) Se sim, por quanto tempo?
e) Fez reposi¢do hormonal ap6s a menopausa? ( ) Sim ( )Nao () Nao se aplica
e. 1) Se sim, por quanto tempo fez a reposi¢ao?

6. Fatores hereditarios/genéticos:

a) Seus pais, irmaos ou filhos tiveram cancer de mama? ( ) Sim ( )Nao

a. 1) Se sim, em que idade foi diagnosticado(a)?

b) Realizou teste genético para deteccdo de mutacdo nos gene BRCA1 e/ou BRCA2?
()Sim ( )Nao

b. 1) Qual foi o resultado? ( )Positivo ( )Negativo ( )Incerto

107



L=
L1=g
e~

i

o

APENDICE E

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE TRANSLACIONAL

DIAGNOSTICO DA CONDICAO PERIODONTAL

PPG
SAUDE

e TRANSLACIONAL

N° do Prontuario: Data do Exame Periodontal: / /
Nome:
CPF: Data de Nascimento: / / Idade:
1. Estagio da Periodontite:
( )EstagioI (NIC de 1-2 mm; PS de <4 mm; Sem perda dental; perda radiografica no terco coronal [< 15%])

( ) Estagio I (NIC dc 3-4 mm; PS de < 5 mm; Sem perda dental; perda radiografica no tergo coronal [15-33%])

( ) Estagio III  (NIC >5 mm; PS >6 mm; Perda dental at¢ 4; Furca grau Il ou III; perda dssea radiografica se
estendendo a metade ou ao terco apical da raiz)

( ) Estagio IV (NIC >5 mm; PS >6 mm; Perda dental 5 dentes ou mais; Furca grau II ou I1I; Mobilidade
dentéria grau 2 ou 3; perda 6ssca radiografica se estendendo a metade ou ao terco apical da raiz)

2. Extensio

() Localizada (menos de 30% dos dentes envolvidos)

() Generalizada (mais de 30% dos dentes envolvidos)

() Padrio incisivo-molar

3. Grau da Periodontite:

( )GrauA (Scm perda de NIC nos ultimos 5 anos; Muito biofilme, pouca destruicdo; Nao fumante;

Normoglicémico)

( ) GrauB (Perdade até 2 mm de NIC nos ultimos 5 anos ou mais; Destruicio proporcional ao biofilme; Fuma
menos de 10 cigarros/dia; HbAlc <7% em paciente com diabetes)

( )GrauC (Perda de mais de 2 mm de NIC nos ultimos 5 anos ou mais; Destruicdo maior que o deposito de
biofilme; Fuma mais de 10 cigarros/dia; HbAlc >7% em paciente com diabetes)
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SAUDE
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T,
FICHA PERIODONTAL
N° do Prontuario: Data do Exame Periodontal: o i CPF: Data de Nascimento: / Idade:
Nome:
PERIOGRAMA
VESTIBULAR
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
vam . . . . . . 0 . . . 0 - - . . . . . . . . . . . .
MG-JCE
NCI
wm 0 .
mg - . . 0 . . . . . . . - - - . . . . . .
F e
M
PALATINA
PBS .
MG-JCE
NCI
wm 0 - . . . - . . . . - - 0 . . . . . . .
m% - - - - - . - - . - - - - - - - . - - - - - - - Ll - - - - . - -
A S .
M
VESTIBULAR
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
vam - . - - . . - - " - - - - - . - . - - - - - - - Ll - - - - " - .
MG-JCE
NCI
wm . . . .
wg - - . - - - Ll - - - . - - - - - - - - -
F BN S ) E (S E—
M
LINGUAL
PBS = &
MG-JCE
NCI
wm - . . . - . . . . . - - - . . . . . . .
wg - - . - - - - - - - . - - - - - - - - -
F
M
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CUIDADOS BUCAIS DURANTE A
TERAPIA ONCOLOGICA

Um guia para pacientes com cancer de mama

“Enquanto ha vida, ha esperanca”

(Eclesiastes 9:4)

Recife, 2024
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O tratamento oncolégico geralmente envolve
consequéncias orais que precisam ser observadas e tratadas.
Esses efeitos podem ser agudos ou tardios, de acordo com o tipo
de tratamento.

Os efeitos colaterais agudos da quimioterapia
acontecem apos sua realizagdo e diminuicdo das células de
defesa do paciente, geralmente ocorrendo entre o 7° ¢ o 14° dia.
Seus principais efeitos em boca sdo:

+» Mucosite (inflamagdo do tecido que reveste todo o
trato gastrintestinal)
<+ Xerostomia (sensacdo de boca seca, podendo estar
associada ou ndo a diminuicdo do fluxo salivar)
Disgeusia (diminuigdo ou alteracdo do paladar)
Disfagia (dificuldade de engolir)
Infecgdes oportunistas (bacterianas, virais e fungicas)

O o
DR

X

MUCOSITE ORAL

A mucosite ¢ a complicagdo aguda mais significante
do tratamento do céancer, surge em alguns dias, em geral do 4°
ao 7° dia apds a quimioterapia e pode afetar qualquer regido do
trato gastrointestinal, sendo a boca o principal local afetado. De
20% a 40% dos pacientes com tumores sélidos (como no caso
do cancer de mama) que recebem quimioterapia convencional
tem chance de desenvolver a mucosite oral.

e Caracteristicas clinicas da mucosite oral

Os sinais e sintomas iniciais da mucosite oral incluem
eritema (vermelhiddo), edema (inchago), sensacdo de ardéncia
e sensibilidade aumentada a alimentos quentes ou acidos. Em
graus mais avengados, poderdo estar presentes ulceracoes
dolorosas.

A intensidade da mucosite oral sera relacionada ao
tratamento (dose e frequéncia do quimioterapico) e
caracteristicas da paciente (idade, peso, estado de saude bucal e
outros)

e Tratamento da mucosite oral

Algumas modalidades terapéuticas sdo indicadas para
reduzir a intensidade da mucosite oral, como:

v’ Pratica da higiene oral
Utilizar escovas extra macias e creme dental fluoretado.
Realizar a escovacdo apos as principais refei¢des. Utilizar o fio
dental normalmente.

v" Bochechos com solugdo de 4gua bicarbonada

Bochechar uma solugédo contendo 50 ml de agua e 1
colher de cha de bicarbonato de sddio 3 vezes ao dia, durante o
tratamento.

v Crioterapia

Essa técnica consiste no uso de pedagos de gelo ou
picolé no momento da quimioterapia. Isso diminui o fluxo
sanguineo para a regido oral.

v' Dieta

Evitar consumo de alimentos citricos, salgados e
secos. E indicado o consumo de alimentos ricos em fibras.

v Anestésico

Caso haja muita dor durante as refeicdes, pode-se
utilizar anestésicos topicos antes das refeicdes.

v Fotobiomodulagio

A terapia com laser de baixa poténcia também é uma
op¢ao para tratar/prevenir a mucosite oral. A partir do primeiro
dia de quimioterapia, pode ser realizada a aplicacdo do laser em
toda mucosa oral.

BOCA SECA
Um dos principais efeitos colaterais do tratamento
oncolégico € a xerostomia, que é a sensacdo de boca seca,
associada ou ndo a diminuicdo do fluxo salivar. Esse efeito ¢
temporario e o sintoma desaparece ao final do tratamento.
e  Tratamento da xerostomia
O tratamento pode se dar pelo aumento da ingesta de

agua e uso de saliva artificial.

ALTERACAO DO PALADAR

A disgeusia é a alteracdo do paladar, que provoca
mudangas no gosto dos alimentos durante o tratamento
oncolégico. E um efeito colateral da quimioterapia e esta
presente em até 50% das pessoas submetidas a quimioterapia.
Essa alteracdo desaparece de 3 a 4 semanas ap6s o término do
tratamento quimioterapico.

e  Tratamento da disgeusia

Nao existem tratamentos especificos para a disgeusia,
mas cuidados como higiene oral e bochechos com agua
bicarbonada antes das refei¢oes ajudam a neutralizar o gosto

ruim na boca.

DIFICULDADE PARA ENGOLIR

A disfagia € caracterizada pela dificuldade de engolir
alimentos e liquidos. Os sinais e sintomas incluem tosses e/ou
engasgos durante ou logo apds a alimentagdo e sensagdo de
alimento parado na garganta. Também podem estar presentes
dor ao engolir e perda de peso.

e Tratamento da disfagia

Para auxiliar a degluti¢do, € importante mastigar bem
os alimentos, comer refeicdes menores e tentar comer alimentos
com textura mais pastosa.

INFECCOES OPORTUNISTAS

As infecgdes por microrganismos oportunistas
acontecem devido a neutropenia decorrente do tratamento o
cancer. A neutropenia se caracteriza pela redugdo importante do
numero de neutréfilos. Os neutrofilos sdo a primeira linha de
defesa do organismo contra infec¢des bacterianas e fingicas.
Esse quadro pode ser diagnosticado através do hemograma e a
gravidade da neutropenia esta relacionada com o risco relativo
de infeccdo, sendo classificada como leve (1.000 a 1.500/ puL),
moderada (500 a 1.000/ uL) ou grave (<500/ pL). Dependendo
do tratamento quimioterapico, a neutropenia apresenta um
tempo de ciclo diferente, no geral ocorrendo de 3 a 7 dias apos
a realizagdo da quimioterapia. Apés 14 dias, em média, o

numero de neutroéfilos volta a subir.
e  Algumas infec¢des oportunistas que acometem a
cavidade oral
¢+ Candidiase oral

E uma infeccdo fingica ocasionada principalmente
pela Candida albicans. Sua apresentacdo clinica geralmente é
representada pela presenca de placas brancas removiveis a
raspagem. A sensa¢do de queimacado esta comumente associada.

¢ Virus herpes simplex (HSV)

Pacientes infectados por HSV apresentam recorréncia
de 7 a 14 dias apds a quimioterapia, apresentando, clinicamente,
vesiculas ulceradas.

«» Virus varicela zoster (VZV)

Também conhecida como herpes zoster, tem
apresentacdo clinica de lesdes que aparecem na pele ou na
cavidade oral, com a presenca de vesiculas com base
eritematosa, podendo ocorrer na regido inervada pelo nervo
trigémeo. Essa infeccdo se manifesta apos a quimioterapia, com

a presenca de lesdes dolorosas que duram em média 7 dias.
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Periodontitis and Breast Cancer Relationship Studied by NMR-based
Metabonomics

Abstract

Introduction: Breast cancer is one of the leading causes of cancer-related mortality
worldwide. Its progression may be influenced by various systemic factors, including
chronic inflammatory conditions such as periodontitis. Emerging evidence suggests a
potential biological link between oral dysbiosis and tumor development.
Objective: This pilot study aimed to identify metabolic differences between breast
cancer patients with and without periodontitis, using serum-based proton nuclear
magnetic resonance ('H NMR) metabolomics.

Methodology: The study included twelve women diagnosed with breast cancer, six of
whom also presented clinical signs of periodontitis. Breast cancer diagnosis was
confirmed through imaging and biopsy, while periodontitis was assessed via clinical
periodontal examination. Serum samples were analyzed using 'H NMR spectroscopy
(CPMG pulse sequence), and the resulting data were processed using Principal
Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA-Heatmap) via the
MetaboAnalyst platform.

Results: PCA revealed partial separation between the groups and identified six key
metabolites contributing to metabolic discrimination: isobutyrate, cellobiose, 34-
dihydroxy-L-phenylalanine, L-arginine, deoxyguanosine, and lactate. HCA-Heatmap
analysis showed distinct clustering of cases and controls, highlighting isoleucine, valine,
tyrosine, deoxyguanosine, 4-hydroxyproline, and lysine as discriminative biomarkers.
Elevated serum levels of branched-chain amino acids (BCAAs), lactate, and oxidative
stress markers in the periodontitis group suggest the modulation of metabolic pathways
related to inflammation, collagen degradation, and tumor progression.

Conclusions: Although limited by sample size, the findings suggest that periodontitis
may alter the systemic metabolic profile of breast cancer patients, potentially contributing
to tumor progression. These results underscore the relevance of periodontal assessment
in oncologic care and highlight metabolomics as a valuable approach for exploring
complex disease interactions.

Keywords: Breast Neoplasms; Inflammation; Periodontal Diseases; Metabolomics;
Chronic Disease
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Introduction

Cancer remains a major global public health challenge due to its high mortality
rate and the significant social, emotional, and economic impacts it imposes on
individuals, families, and healthcare systems. It is estimated that approximately 25% of
deaths from non-communicable diseases worldwide are associated with some form of
cancer. In 2022, breast cancer was the second leading cause of cancer-related mortality
globally (1).

Despite significant advances in breast cancer research, important gaps remain in
our understanding of the factors that contribute to disease onset and prognosis, as
known risk factors do not fully account for its occurrence (2).

One promising area of investigation involves the association between breast
cancer and other comorbid conditions. Among these, increasing attention has been
directed to the relationship between cancer and oral health—particularly periodontitis, a
chronic inflammatory disease that affects the supporting structures of the teeth (3-5).
Several studies have suggested that periodontitis may be a potential risk factor for
various types of cancer, including breast cancer, with recent evidence highlighting
biological links between oral microbial dysbiosis and tumor development (6-9).

Hoare et al. (10) and Fujiwara et al. (11) have suggested that certain oral
pathogens, such as Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), may directly influence the
tumor microenvironment by promoting chronic inflammation, oxidative stress, and DNA
damage, thereby supporting the growth and spread of cancer cells. Gaba, Gonzalez,
and Martinez (12) reported a 78% increase in the relative risk of developing breast
cancer among patients with elevated levels of F. nucleatum due to periodontitis.
Similarly, Parhi et al. (8) demonstrated that F. nucleatum accelerates tumor progression
and facilitates metastasis, possibly by inhibiting T-cell-mediated immune responses in
the tumor microenvironment. Li et al. (13) found a positive association between serum
levels of F. nucleatum, tumor size, and the occurrence of metastasis. This association is
particularly concerning, as metastasis accounts for over 90% of deaths related to breast
cancer (14).

Research in this area faces notable challenges due to its inherently multivariate
nature, requiring the consideration of multiple variables, such as genetic, environmental,
and immunological factors (15). Consequently, analytical approaches that account for
such complexity are essential.
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Nicholson et al. (16) defined metabonomics as the quantitative measurement of
the multiparametric and dynamic metabolic response of living systems to physiological
stimuli and/or genetic modifications. Metabonomic approaches have been applied to
clinical diagnosis and prognosis in various diseases, including the differential diagnosis
of osteopenia and osteoporosis in postmenopausal women (17), prostate cancer
detection (18), associations between varicocele and male infertility (19), and predictions
of varicocelectomy outcomes (20).

In this study, we present a pilot investigation using NMR-based metabonomic
assays to explore the association between periodontitis and breast cancer.

Objective

Identify metabolic differences between patients diagnosed with breast cancer and
periodontitis from those diagnosed with breast cancer alone, using NMR-based
Metabonomics applied to serum samples.

Method

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Clinics
Hospital of the Federal University of Pernambuco, Brazil (approval no. 6.806.140).
Written informed consent was obtained from all participants prior to inclusion, and
anonymity was guaranteed.

Twelve women undergoing treatment for breast cancer at the hospital's oncology
department were recruited for the study. Among these, six were also diagnosed with
periodontitis.Breast cancer diagnoses were confirmed through imaging exams
(ultrasound and mammography), followed by histopathological confirmation via breast
tissue biopsy.

Periodontitis was diagnosed through clinical periodontal examination using a
North Carolina periodontal probe (Hu-Friedy Manufacturing Company, Inc., Chicago, IL,
USA), in accordance with the criteria proposed by Barendregt et al. (21).

Patients were excluded if they had completed treatment or were in remission, or
if they had fewer than ten teeth present.

Proton nuclear magnetic resonance (‘H NMR) spectra were acquired using a
Bruker spectrometer operating at 400 MHz. For each sample, 400 pL of serum was
mixed with 200 pL of D,O. Spectra were obtained using the Carr-Purcell-Meiboom-Gill
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Table 1 - clinical and socio demographical data of volunteers

Positive Negative P-
Periodontitis Periodontitis  value
n 6 6 -
Age (mean £ SD) ' 558+84 498 6.2 0.23
Ethnic group \s::g: ; g 0.54
BMI (kg/m?) (mean + SD) 30753 269+18 0.39
= Yes 2 3
Alcoholism No 4 3 1
Diabetes Mellitus W : . 1
Smoking YN? f g 1
. . Yes 3 1
Breast cancer in family No 3 5 0.54
Menarche age (years) (mean + SD) 127122 120+1.2 0.86
i‘gseo‘;’“e“ first child was bom (years) (mean  o5,4.59 225121 061
Menopause age (years) (mean + SD) 480+58 48770 1
Time of contraceptive use (year) (mean+SD) 20+39 84+124 0.1
Table 2 — Description of breast cancer and periodontitis diagnosis
Positive Negative
Periodontitis  Periodontitis  PValu®
Histological Type — CDI 6 6
K 1 1 0
g  Grade 2 1 2 1
§, 3 3 3
a Luminal A 3 0
=  Molecular Luminal B 2 3 0.22
@ Type s
g Triple Negative 1 3
8 | 1 0
‘g A 1 0
o Cancer stage IIB 3 3 0.69
o A 1 1
[\ 0 2
1 1 n.a. -
K] Stage 2 2 n.a. -
£3 3 3 n.a. -
S 2 A 1 na. -
82 Grade B 1 na. <
- c 4 na. 2
a . Generalized 3 na. -
Extension Located 3 n.a. -

This study employed two unsupervised pattern recognition methods—Principal
Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis with heatmap (HCA-
Heatmap). Figure 1 presents a typical ~1H NMR spectrum obtained in this study,

https://mc04.manuscriptcentral. com/jaos-scielo

120



VWONOOTVDEWN =

Journal of Applied Oral Science

alongside the PCA results from the dataset. Visual inspection of the spectra alone was
insufficient to differentiate the samples.

Figure 1. Typical 'H NMR spectrum (CPMG, 400 MHz, D>0) obtained in this study
(top), PCA score plot (left bottom) and PCA Loading/Score biplot (right bottom) — In
green, Control group (breast cancer only); in red, Case group (breast cancer and
periodontitis).
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PC1 and PC2 together explain 57.9% of the variance in the dataset, but the
samples partially overlap in the PCA score plot. However, when considering cutoff values
of zero for both PC1 and PC2, three distinct groups emerge. This grouping suggests the
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presence of different metabolic profiles reflecting biological differences not captured by
the initial classification. Specifically, three samples from volunteers diagnosed with
periodontitis have negative scores on both PC1 and PC2, two samples from volunteers
without periodontitis have positive scores on PC1, and seven samples present positive
scores on PC2 and negative scores on PC1.

From the PCA loading/score plot, six metabolites responsible for this
discrimination were identified: isobutyrate (5 1.04 ppm), cellobiose (5 3.49 ppm), 3.4-
dihydroxy-L-phenylalanine (& 3.91 ppm), L-arginine (8 3.24 ppm), deoxyguanosine (&
3.79 ppm), and lactate (5 4.11 ppm). These metabolites showed higher serum levels in
samples with negative PC2 scores. Among them, isobutyrate, cellobiose, and 3.4-
dihydroxy-L-phenylalanine were more abundant in the group without periodontitis,
whereas arginine, deoxyguanosine, and lactate were elevated in the group with
periodontitis.

Li et al. (23) reported that isobutyrate directly affects tumor cells by modulating
processes related to neoplastic progression. In colorectal cancer, isobutyrate promotes
metastasis through activation of the RACK1 protein, triggering an intracellular signaling
cascade that leads to overexpression of genes associated with migration and invasion,
such as MMP2, MMP9, and ICAM1 (24).

Elevated serum levels of cellobiose may be linked to alterations in microbial
glucose metabolism (25). Conversely, lower serum levels of 3 4-dihydroxy-L-
phenylalanine in patients with periodontitis could indicate poorer clinical outcomes, as
Tremmel et al. (26) reported that high expression of L-DOPA decarboxylase — the
enzyme converting 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine to dopamine — is associated with
better prognosis in breast cancer patients.

Chen et al. (24) demonstrated that Porphyromonas gingivalis expresses RgpA
and RgpB proteases, which cleave extracellular matrix proteins releasing arginine
residues. This may explain higher serum arginine levels observed in periodontitis
patients. Wu et al. (27) observed that L-arginine supplementation in LPS-stimulated
bovine mammary epithelial cells significantly reduced pro-inflammatory cytokines such
as IL-1B, IL-6, and TNF-a, suggesting a possible immunomodulatory role.

Deoxyguanosine participates in cellular responses to oxidative stress, particularly
in inflammatory contexts (28, 29). Both periodontitis and breast cancer promote oxidation
of nucleosides like deoxyguanosine due to its low ionization potential, forming oxidative
derivatives such as 8-oxo-2'-deoxyguanosine (8-oxodG), a sensitive marker of oxidative
DNA damage (30-32). The presence of 8-oxodG in biological fluids correlates with the
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severity of periodontitis and other intense inflammatory conditions (28, 29). Elevated
deoxyguanosine levels may reflect increased oxidative damage and activation of DNA
repair pathways, indirectly indicating genomic stress in chronic inflammation (31).

Increased lactate levels may reflect metabolic interactions between chronic
inflammation and tumor progression. In periodontitis, the inflammatory and hypoxic
microenvironment enhances anaerobic glycolysis and lactate production by
inflammatory cells and periodontopathogenic bacteria (33, 34). In breast cancer, lactate
is known to promote tumor progression by acidifying tissue, stimulating angiogenesis,
metastasis, and treatment resistance, and is considered a marker of aggressiveness in
several tumor subtypes (35-37). Therefore, elevated serum lactate in patients with
periodontitis may foster a tumor microenvironment conducive to breast cancer
progression.

Figure 2 presents HCA-Heatmap result and indicates the formation of two groups
containing five (positive periodontits and breast cancer) and seven (negative
periodontitis and positive breast cancer) volunteers.

Figure 2 - HCA-Heatmap plot from NMR spectra data. In red, Case group (periodontitis
and breast cancer). In green, Control group (breast cancer only).
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This clustering differs slightly from the initial clinical diagnosis, which classified
six samples in each group. Notably, sample 6, originally classified as periodontitis-
positive, clustered with the non-periodontitis group. This suggests that this patient's
metabolic profile resembles that of control individuals. Similarly, sample 3 grouped
alongside sample 6, indicating comparable metabolic profiles between these two
volunteers.

Although volunteer 6 exhibited no clinical signs of periodontitis, she has a history
of cleft lip and palate—a condition known to significantly alter the oral microenvironment
and promote dysbiosis (38, 39). Despite corrective surgery during early childhood, this
condition continues to impact the oral microbiome (40), and its lasting effects on the
metabolome cannot be ruled out.

The HCA-Heatmap analysis identified six metabolites that discriminate between
groups: isoleucine (5 3.66 ppm), valine (6 3.59 ppm), tyrosine (6 3.04 ppm),
deoxyguanosine (5 2.50 ppm), 4-hydroxyproline (5 2.44-2.46 ppm), and lysine (5 1.71-
1.72 ppm). Overall, changes in serum metabolic profiles of patients with both
periodontitis and breast cancer suggest modulation of several biological pathways,
including branched-chain amino acid (BCAA) metabolism, collagen metabolism, and
oxidative stress.

Patients with periodontitis and breast cancer exhibited higher serum levels of
BCAAs. Tian et al. (41) observed increased serum BCAAs in periodontitis animal
models. Moreover, P. gingivalis is linked to endogenous BCAA biosynthesis via
branched-chain amino acid aminotransferase activity, which elevates BCAA availability
and enhances expression of matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 in
periodontal ligament stem cells (42). These enzymes play a central role in tissue
remodeling and bone destruction, amplifying periodontitis pathogenesis through
upregulation of metalloproteinases and receptor activator of nuclear factor-kB (NF-xB)
ligands (41, 42).

Similarly, elevated BCAA serum levels have been reported in breast cancer
tissues (43-45). This accumulation partly results from overexpression of the L-type
Amino Acid Transporter 1 (LAT1), a plasma membrane transporter facilitating BCAA
uptake into tumor cells (44).

The inflammatory process in periodontitis induces metalloproteinase expression,
which degrades collagen and increases circulating 4-hydroxyproline levels (46, 47). This
phenomenon is also reflected by elevated proline and other collagen-derived amino
acids in saliva of patients with periodontal disease (48). In breast cancer, excessive
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collagen deposition occurs especially under tumor hypoxia, activating prolyl-4-
hydroxylases and raising 4-hydroxyproline availability (49, 50).

Finally, these findings suggest that periodontitis associated with breast cancer
exacerbates the patient's clinical status. Therefore, despite the small sample size, this
pilot study highlights the importance of periodontal evaluation in breast cancer patients.
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