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RESUMO 

 
A metabonômica é a área do conhecimento que busca identificar padrões no perfil de 

metabólitos endógenos de um dado biofluido e associar com o status bioquímico da amostra. É 

uma abordagem empregada para auxiliar o diagnóstico e/ou prognóstico em diferentes quadros 

clínicos. Embora diversos estudos sugiram uma associação entre a periodontite e o câncer de 

mama, os mecanismos biológicos que sustentam essa relação ainda não estão plenamente 

elucidados. O presente estudo teve como objetivo discriminar, por meio de abordagem 

metabonômica, os perfis metabólicos de pacientes com câncer de mama e periodontite daquelas 

com câncer de mama sem periodontite. Realizou-se um estudo observacional, descritivo e 

transversal, com amostra de conveniência não probabilística. O estudo foi conduzido no Serviço 

de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE, entre julho e dezembro de 2024. Foram incluídas 

mulheres diagnosticadas com câncer de mama, distribuídas em dois grupos: com periodontite 

e sem periodontite. No total, 27 pacientes foram inicialmente convidadas a participar da 

pesquisa. Contudo, após a aplicação dos critérios de inclusão e exclusão, além de recusas 

espontâneas, apenas 12 pacientes foram consideradas elegíveis e aceitaram participar do estudo, 

compondo a amostra final, que foram submetidas ao exame clínico periodontal completo bem 

como forneceram amostra de sangue venoso periférico para análise por espectroscopia de RMN 

de 1H. Os dados espectrais foram utilizados como entrada dos estudos metabonômicos. A 

análise exploratória contemplou análise de componentes principais (PCA) e heatmap – mapa 

de calor com agrupamento hierárquico. O heatmap apontou um aumento nas concentrações de 

metabólitos como 4-hidroxiprolina, 2′-desoxiguanosina, L-isoleucina, L-lisina, L-tirosina e L-

valina nas pacientes com periodontite associada ao câncer de mama. Os resultados observados 

indicam que foi possível discriminar as amostras em função do diagnóstico de periodontite e 

que as alterações observadas nos perfis metabólicos do soro dessas voluntárias estão associadas 

à modulação de múltiplas vias biológicas, com destaque para o metabolismo dos aminoácidos 

de cadeia ramificada, metabolismo do colágeno e estresse oxidativo. Este estudo é pioneiro ao 

aplicar a estratégia metabonômica para investigar as interações metabólicas entre periodontite 

e câncer de mama. 

 

Palavras-chave: Metabolômica, Rotas metabólicas, 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 ¹H 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 INTRODUÇÃO 

 

O câncer representa um desafio global, não apenas por sua elevada mortalidade, mas 

também pelos impactos sociais, emocionais e econômicos que impõe a indivíduos, famílias e 

sistemas de saúde. Estima-se que aproximadamente uma em cada quatro mortes por doenças 

não transmissíveis no mundo esteja associada a algum tipo de câncer (BRAY et al., 2024). Em 

2022, o câncer de mama feminino foi o segundo tipo de câncer com mais mortes no mundo, 

ficando atrás apenas do câncer de pulmão (BRAY et al., 2024). Apesar dos avanços nas 

pesquisas sobre o câncer de mama, ainda há lacunas importantes no entendimento dos fatores 

que contribuem para o desenvolvimento da doença, uma vez que os riscos já identificados não 

explicam completamente sua ocorrência (ÁLVAREZ-MERCADO et al., 2023). 

Neste cenário, tornou-se relevante explorar hipóteses que conectam o câncer de mama a 

outros fatores biológicos menos evidentes. Um dos focos emergentes é a possível relação entre 

a saúde bucal e o câncer, especialmente no que diz respeito à periodontite, uma doença 

inflamatória crônica que afeta os tecidos de suporte dos dentes (FENG et al., 2022; 

HAJISHENGALLIS, 2015; PAPAPANOU et al., 2018). Essa condição tem sido apontada como 

potencial fator de risco para diferentes tipos de câncer (BAIMA et al., 2023), e sua relevância 

para o câncer de mama tem ganhado destaque à medida que novas evidências apontam conexões 

biológicas entre a disbiose microbiana oral e o desenvolvimento tumoral (HIEKEN et al., 2016; 

NEJMAN et al., 2020; PARHI et al., 2020). 

Estudos mais recentes sugerem que certos patógenos orais, como Fusobacterium 

nucleatum (F. nucleatum), podem atuar diretamente sobre o microambiente tumoral ao 

promover inflamação crônica, estresse oxidativo e danos ao DNA, favorecendo o crescimento 

e a disseminação das células cancerígenas (FUJIWARA et al., 2020; HOARE et al., 2019). 

Corroborando com essa hipótese, Gaba, González e Martínez (2022) demonstraram um 

aumento de 78% no risco relativo de desenvolvimento de câncer de mama em pacientes com 

altos níveis de F. nucleatum associados à periodontite.  

Além disso, dados experimentais mostram que a colonização de tumores mamários por 

F. nucleatum pode acelerar a progressão tumoral e facilitar a metástase, possivelmente por inibir 

a resposta imune mediada por células T no microambiente do câncer (PARHI et al., 2020). De 

maneira semelhante, LI et al. (2023) identificaram uma associação estatisticamente 

significativa entre os níveis dessa bactéria, o tamanho do tumor e a presença de metástases. 

Essa relação é particularmente preocupante, considerando que a metástase é responsável por 
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mais de 90% das mortes associadas ao câncer de mama (ALON-MAIMON; MANDELBOIM; 

BACHRACH, 2022).  

Apesar das diversas hipóteses levantadas sobre vias de interação entre a periodontite e o 

câncer de mama, muitos dos caminhos moleculares propostos ainda não 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, à complexidade das duas condições e à 

influência de fatores genéticos, ambientais e imunológicos que modulam essa relação 

(AZEVEDO; PINA-VAZ; BALTAZAR, 2020). Diante dessa dificuldade, torna-se necessário 

recorrer a abordagens capazes de capturar alterações bioquímicas sistêmicas e fornecer uma 

visão integrada dos processos fisiopatológicos envolvidos. 

A análise do metaboloma permite a caracterização abrangente e dinâmica dos metabólitos 

presentes em sistemas biológicos, refletindo diretamente o estado metabólico atual do 

organismo (WISHART, 2019). Essa abordagem tem se mostrado essencial para identificar 

alterações bioquímicas associadas a processos patológicos, contribuindo para a compreensão 

dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia de diversas doenças (JAYARAMAN et al., 2014). 

A partir disso, surge o interesse em utilizar a abordagem metabonômica, uma vertente da 

química analítica voltada para a identificação de metabólitos, como ferramenta para investigar 

essa interface entre a periodontite e o câncer de mama. Essa estratégia tem se mostrado eficaz 

na diferenciação entre populações com distintos perfis metabólicos (CASTELLI et al., 2022; 

MAMAS et al., 2011) e permite rastrear as interações entre o organismo e seu ambiente, 

oferecendo um olhar mais integrativo sobre processos de adoecimento (CASTELLI et al., 

2022). 

Com isso, torna-se possível não apenas aprofundar o entendimento dos mecanismos 

biológicos subjacentes à relação entre essas doenças, mas também abrir caminho para o 

desenvolvimento de estratégias de prevenção do câncer de mama que considerem a saúde bucal 

como componente relevante da saúde sistêmica (ISSRANI et al., 2021; NWIZU; 

WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020). Nesse contexto, a manutenção da integridade dos 

tecidos periodontais poderia atuar como uma medida complementar na melhoria dos desfechos 

clínicos e na formulação de estratégias preventivas (GABA; GONZÁLEZ; MARTÏNEZ, 2022; 

SHAO et al., 2018; SHI et al., 2018). 

Até o momento, não foram encontrados estudos que investiguem a relação entre o câncer 

de mama e a periodontite sob a perspectiva metabonômica. Assim, a realização desse estudo 

poderá ajudar a entender se existe um perfil de metabólitos endógenos que possa ser atribuído 

a presença simultânea de periodontite e câncer de mama em mulheres. Para tanto, este estudo 
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visa discriminar amostras de pacientes com periodontite e câncer de mama daquelas com câncer 

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

 

2.1 Objetivo geral  

 

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

acometidas por câncer de mama sem periodontite, através de uma abordagem metabonômica.  

 

2.2 Objetivos específicos  

 

✓ Identificar a prevalência da periodontite nas pacientes com câncer de mama atendidas 

no Serviço de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE;  

✓ Descrever os diagnósticos periodontais apresentados e correlacionar com a classificação 

do câncer de mama (tipo histológico, grau, tipo molecular e estadiamento); 

✓ Identificar os metabólitos endógenos responsáveis pela discriminação dos grupos 

estudados. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 PERIODONTITE 

 

3.1.1 Definição e epidemiologia 

A periodontite é uma condição crônica, inflamatória, multifatorial, associada ao biofilme 

disbiótico 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 prevalência global varia entre 45% e 50%, com a forma mais grave afetando 

aproximadamente 11,2% da população, o que a torna a sexta doença mais comum no mundo 

(GENCO; SANZ, 2020; KASSEBAUM et al., 2014). No Brasil, a situação é ainda mais 

preocupante, pois o país está entre os seis com as maiores taxas de periodontite grave, 

apresentando uma prevalência que varia entre 18,5% e 19,4% em adultos e idosos, 

significativamente superior à média mundial (BRASIL, 2018; KASSEBAUM et al., 2014; 

NASCIMENTO; ALVES-COSTA; ROMANDINI, 2024). Esse cenário pode estar relacionado 

a fatores socioeconômicos e demográficos, como desigualdade de renda e baixa cobertura da 

Estratégia Saúde da Família (VETTORE; MARQUES; PERES, 2013). Além disso, fatores 

individuais como tabagismo e baixa escolaridade também estão associados à maior prevalência 

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

3.1.2 Fatores de Risco 

A suscetibilidade à doença periodontal, como condição multicausal, também estará 

associada a fatores de risco ambientais e comportamentais, como hábito de fumar, má higiene 

oral, estresse e deficiências nutricionais de cálcio e vitamina D (GENCO; BORGNAKKE, 

2013; LOOS; VAN DYKE, 2020). Além disso, comorbidades como diabetes – fora da meta 

glicêmica – e obesidade também são fatores de risco associados a doença (GENCO; 

BORGNAKKE, 2013; LOOS; VAN DYKE, 2020). Fatores locais, como apinhamentos 

dentários, aparelhos ortodônticos e restaurações com sobrecontorno, dificultam a higienização 

e favorecem o acúmulo de biofilme (GENCO; BORGNAKKE, 2013; LOOS; VAN DYKE, 

2020). 

3.1.3 Patogênese e progressão 

O biofilme disbiótico, agente precursor da periodontite, é composto por microrganismos 

agrupados em uma matriz complexa (ABDULKAREEM et al., 2023). O processo de formação 
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do biofilme inicia com a deposição da película adquirida, uma camada de macromoléculas que 

se adere à superfície dentária, criando uma base para a colonização bacteriana 

(ABDULKAREEM et al., 2023). Em seguida, começa a colonização por bactérias livres na 

cavidade oral, como Streptococcus spp e Actinomyces spp, espécies-chave em biofilmes orais, 

que, por meio de suas adesinas, se ligam aos receptores da película adquirida, facilitando a 

colonização inicial (JAKUBOVICS et al., 2021). A maturação do biofilme da placa dentária 

começa com a proliferação dos colonizadores iniciais, produção de matriz extracelular e 

agregação de colonizadores intermediários e tardios, como a F. nucleatum e a Porphyromonas 

gingivalis (P. gingivalis), bactérias anaeróbias gram-negativas que residem na cavidade oral e 

estão associadas ao desenvolvimento da doença periodontal (ABDULKAREEM et al., 2023). 

O estágio final do desenvolvimento do biofilme envolve o desprendimento das células da 

colônia e sua dispersão, o que é importante para a propagação e sobrevivência das bactérias 

(KAPLAN, 2010). (Figura 1) 

Figura 1 – Processo de formação do biofilme dentário 

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

Embora o crescimento de biofilme, especialmente na região subgengival, seja essencial 

para o desenvolvimento da periodontite, ele não é suficiente, por si só, para a ocorrência da 

doença (GENCO; BORGNAKKE, 2013; HAJISHENGALLIS, 2015). A transição do 

periodonto saudável para a periodontite envolve uma mudança no microbioma, na qual 

bactérias simbióticas são substituídas por patobiontes (bactérias gram-negativas, com parede 

celular composta principalmente por lipopolissacarídeo [LPS], uma endotoxina que 

desempenha um importante papel na inflamação local e sistêmica, ativando a imunidade inata 

e adaptativa) (PUSSINEN et al., 2022), promovendo a disbiose associada à periodontite 

(ABDULKAREEM et al., 2023; CURTIS; DIAZ; VAN DYKE, 2020). No entanto, para que a 

doença se desenvolva, é necessária a interação entre o biofilme disbiótico e uma resposta 

inflamatória desregulada, que resultará na degradação do periodonto e na manifestação da 
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periodontite (BALTA; LOOS; NICU, 2017; LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018). 

(Figura 2)  

Figura 2 – Transição do periodonto saudável para a periodontite 

 
Fonte: Adaptado de Hajishengallis (2015). 

Em um periodonto saudável, há equilíbrio entre a resposta imunológica leve e os desafios 

locais, como a microbiota comensal, e isso está associado a presença de um número adequado 

de neutrófilos e células imunes residentes no sulco gengival, como neutrófilos, macrófagos e 

linfócitos T (HAJISHENGALLIS.; KOROSTOFF, 2017; PAN; WANG; CHEN, 2019). A 

colonização por bactérias patogênicas pode perturbar esse equilíbrio, desencadeando uma 

resposta inflamatória exacerbada, que acarreta a amplificação da cascata de citocinas pró 

inflamatórias, como IL-1, IL-6, IL-17 e TNF-α (PAN; WANG; CHEN, 2019). Células T 

auxiliares 17 (TH17), conhecidas por sua contribuição para a inflamação crônica em várias 

doenças autoimunes, produzirão a IL-17, que estimulará a expressão do ligante do receptor 

ativador do fator nuclear-κB (RANKL), induzindo a formação de osteoclastos e promovendo a 

reabsorção óssea (COCHRAN, 2008; TSUKASAKI; TAKAYANAGI, 2019). Além disso, 

neutrófilos recrutados também induzem a degradação do tecido por meio da expressão de 

enzimas proteolíticas, como a metaloproteinases de matriz (MMPs), e espécies reativas de 

oxigênio (ROS), aumentando a inflamação e a destruição do tecido periodontal 

(ABDULKAREEM et al., 2023). 
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3.1.4 Diagnóstico 

A periodontite se caracteriza pela perda de suporte do tecido periodontal, evidenciada 

através da perda do nível de inserção clínica (NIC), perda óssea alveolar avaliada 

radiograficamente, presença de bolsas periodontais e sangramento gengival (PAPAPANOU et 

al., 2018). Clinicamente, a doença pode ser detectada com o auxílio de uma sonda periodontal, 

que mede a distância entre a junção cemento-esmalte (JCE) e o fundo da bolsa periodontal, o 

que define o NIC (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018). O diagnóstico da doença é 

estabelecido quando o NIC é ≥ 3 mm em dois ou mais dentes não adjacentes, ou quando o NIC 

≥ 3 mm está associado a bolsas periodontais superiores a 3 mm em pelo menos dois dentes, 

sejam adjacentes ou não (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018). 

Segundo a classificação de doenças e condições periodontais e peri-implantares 

apresentada no Workshop Mundial de 2017, a periodontite pode ser classificada com base em 

estágios e graus (PAPAPANOU et al., 2018). Os estágios avaliam a gravidade da doença, 

considerando a perda do NIC, perda óssea radiográfica e perda dentária, além da complexidade, 

extensão e distribuição da condição (Quadro 1) (PAPAPANOU et al., 2018). Por outro lado, os 

graus vão refletir as características biológicas da doença, como evidência ou risco de progressão 

rápida, resposta ao tratamento e impactos na saúde sistêmica (Quadro 2) (PAPAPANOU et al., 

2018). 

Quadro 1 – Classificação da periodontite em função da severidade, complexidade e extensão da condição 

periodontal 

Em A, B e C são avaliadas a severidade, a complexidade e extensão da condição periodontal, respectivamente.  

Os critérios de complexidade dos estágios III e IV se somam aos observados no estágio anterior. 

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

 Critérios Estágio I Estágio II Estágio III Estágio IV 

A 

Perda de inserção no 

sítio interdental mais 

grave 

 

1-2 mm 3-4 mm ≥ 5 mm ≥ 5 mm 

Perda óssea 

radiográfica 

Terço coronário 

da raiz (<15%) 

Terço coronário da 

raiz (15%-33%) 

Terço médio 

/apical da raiz 

Terço médio 

/apical da raiz 

Perda dental Nenhuma perda por periodontite 

Perda por 

periodontite 

≤ 4 dentes 

Perda por 

periodontite 

≥ 5 dentes 

B Local 

Profundidade de 

sondagem ≤ 4 

mm 

Maioria dos 

defeitos 

horizontais 

Profundidade de 

sondagem ≤ 5 

mm 

Maioria dos 

defeitos 

horizontais 

Profundidade de 

sondagem ≥ 6 mm 

Perda óssea 

vertical ≥ 3 mm 

Lesão de furca 

classe II / III 

Defeito de 

rebordo moderado 

Disfunção 

mastigatória 

Trauma oclusal 

secundário 

Defeito de 

rebordo severo 

Colapso oclusal 

< 20 dentes 

C  

Localizado: <30% dos dentes 

Generalizado: ≥ 30% dos dentes 

Perfil incisivo/molar: apenas incisivos e primeiros molares 
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Quadro 2 – Grau de periodontite em função da progressão da condição periodontal 

 
Grau A: 

Progressão lenta 

Grau B: 

Progressão 

moderada 

Grau C: 

Progressão rápida 

Critério 

primário 

Evidencia 

direta de 

progressão 

Perda óssea 

radiográfica 

ou perda de 

inserção 

Sem evidência de 

perda de inserção 

<2 mm em 5 

anos 
≥ 2 mm em 5 anos 

Evidencia 

indireta de 

progressão 

% perda 

óssea/idade 
< 0,25 0,25 a 1,0 > 1,0 

Fenótipo 

Muito biofilme 

para 

pequena destruição 

Destruição 

compatível com 

o biofilme 

Destruição excessiva 

para o biofilme, 

sugere progressão 

rápida 

Modificadores 
Fatores de 

risco 

Tabagismo Não-fumante 
Fumante < 10 

cigarros/dia 

Fumante ≥10 

cigarros/dia 

Diabetes 

Normoglicêmico / 

sem diagnostico de 

diabetes 

HbA1c < 7,0% 

em paciente 

com diabetes 

HbA1c ≥ 7,0% em 

paciente com 

diabetes 

Risco de 

impacto 

Sistêmico 

Inflamação 

Alta 

sensibilidade 

da PCR 

<1 mg/L 1 a 3 mg/L > 3 mg/L 

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

 

3.1.5 Tratamento e gerenciamento 

À luz da vigente classificação de doenças e condições periodontais e peri-implantares 

(PAPAPANOU et al., 2018; TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018), Sanz et al. (2020) 

publicaram novas diretrizes de prática clínica para o tratamento da periodontite nos estágios I 

a III. A diretriz estabelece que o tratamento da periodontite adota uma abordagem terapêutica 

dividida em etapas. Além disso, os autores reiteram a necessidade da criação de um plano de 

cuidados personalizado, que pode ser ajustado conforme necessário, durante a intervenção 

(SANZ et al., 2020). 

Ficou convencionado, assim, que a primeira etapa do tratamento consiste em oferecer ao 

paciente informações sobre a doença, com o objetivo de incentivar mudanças comportamentais 

para a melhora da higiene oral, controle dos fatores de risco, realização da raspagem de placa 

supragengival e remoção de fatores de retenção (SANZ et al., 2020). A segunda etapa visa a 

eliminação do biofilme e do cálculo subgengival, para que a superfície radicular fique lisa e 

sem cemento amolecido, e a implementação de agentes antimicrobianos adjuvantes 

sistemicamente, como a amoxicilina combinada ao metronidazol (TEUGHELS et al., 2020), ou 

localmente, como produtos à base de doxiciclina, tetraciclina e clorexidina (HERRERA et al., 

2020; SANZ et al., 2020). Caso a segunda etapa não seja suficiente, uma terceira etapa 

envolverá procedimentos cirúrgicos e instrumentação subgengival adicional para tratar áreas 
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que não responderam inicialmente (SANZ et al., 2020). Superadas as etapas anteriores, o 

tratamento periodontal de suporte será necessário para que se mantenha a saúde a longo prazo. 

3.1.6 Prognóstico e impacto na saúde geral 

Caso a periodontite não seja tratada, levará à destruição progressiva do periodonto e 

eventual perda dentária, comprometendo a mastigação, nutrição, fala e estética, afetando, assim, 

a qualidade de vida (HAJISHENGALLIS, 2022). Ademais, desde a década de 1990, diversos 

estudos epidemiológicos, experimentais e intervencionistas, têm demonstrado o impacto da 

periodontite na saúde sistêmica (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 condições como diabetes (SANZ et al., 2018; BAEZA et al., 2020; WU 

et al., 2020), doenças cardiovasculares (HOPKINS et al., 2024; ORLANDI; GRAZIANI; 

D’AIUTO, 2020; SANZ et al., 2020), câncer oral e colorretal, infecção do trato respiratório, 

Alzheimer e outras (BAIMA et al., 2023; BUI et al., 2019; CORBELLA et al., 2018).  

A interação entre periodontite e doenças sistêmicas acontece principalmente através do 

epitélio ulcerado da bolsa periodontal, que apresenta uma superfície média de 8 a 20 cm² 

(HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2021) e permite que bactérias orais e seus metabólitos 

tóxicos, como LPS, entrem na corrente sanguínea e afetem locais distantes do corpo, causando 

bacteremia, inflamação e estresse oxidativo (BECK et al., 2019; CHEN et al., 2022; 

HAJISHENGALLIS, 2022; SFREDDO et al., 2017). (Figura 3) 

Figura 3 – Disseminação hematogênica das bactérias para a corrente sanguínea através do epitélio 

ulcerado da bolsa periodontal 

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

 

3.2.1 Definição e epidemiologia 

O câncer é uma doença caracterizada pela proliferação descontrolada de células 

transformadas, cujo crescimento é excessivo e desorganizado, sem coordenação com os tecidos 

normais, e que persiste mesmo após a remoção da causa que o originou (BROWN et al., 2023; 

KUMAR; ABBAS; ASTER, 2023). Além disso, o câncer pode invadir partes adjacentes do 

corpo e se espalhar para outros órgãos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Excluídos os 

tumores de pele não melanoma, o câncer de mama é o mais incidente em mulheres brasileiras, 

com taxas mais altas nas regiões Sul e Sudeste (INCA, 2022). No estado de Pernambuco, foram 

estimados 2.880 casos novos de câncer de mama feminino para o triênio 2023-2025 (INCA, 

2022). Apesar da melhora das taxas de sobrevivência, a prevalência do câncer de mama 

continua crescendo globalmente (NOLAN; LINDEMAN; VISVADER, 2023). Mulheres 

sobreviventes de câncer de mama frequentemente enfrentam dificuldades para retomar 

atividades devido a uma combinação de desafios físicos, 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 não modificáveis associados ao aumento do risco de câncer de mama 

incluem o sexo feminino, devido à maior exposição hormonal, especialmente aos estrogênios, 

que são conhecidos por estimular as células mamárias (KEY et al. 2013), e a idade avançada, 

com a maioria dos casos ocorrendo em mulheres com mais de 50 anos (MCGUIRE et al., 2015). 

Além desses, podemos destacar que a história familiar de câncer de mama, mutação nos genes 

BRCA1 e BRCA2, história reprodutiva – menarca precoce, antes dos 12 anos; menopausa tardia, 

após os 55 anos; e nuliparidade estão associados a um risco aumentado para o câncer de mama –, 

densidade do tecido mamário e tratamento prévio com radioterapia na região torácica também 

podem ser determinantes não modificáveis significativos (ŁUKASIEWICZ et al., 2021). No 

que diz respeito aos fatores modificáveis, destacam-se o uso de terapia de reposição hormonal 

por longos períodos, dieta rica em alimentos processados e gorduras saturadas, consumo 

excessivo de álcool e outros (ŁUKASIEWICZ et al., 2021). 
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3.2.3 Patogênese – o microambiente tumoral 

A evolução do tumor é moldada pelo ambiente à sua volta, que, no caso dos tumores 

sólidos, é composto por células malignas, células não cancerosas – como fibroblastos e células 

endoteliais –, células imunes, componentes da matriz extracelular e vasos sanguíneos 

(HIRATA; SAHAI, 2017; CIERNIKOVA et al., 2022). Esse conjunto de elementos, conhecido 

como microambiente tumoral (TME, do inglês Tumor MicroEnvironment), desempenha um 

papel relevante na tumorigênese e na progressão do câncer (HANAHAN, 2022). Além disso, o 

TME sofre influência direta da baixa disponibilidade de oxigênio, que resulta em hipóxia, 

favorecendo modificações na vasculatura, alterações no metabolismo e um perfil 

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

Figura 4 – Microambiente tumoral 

 
Fonte: Adaptado de Arner; Rathmell (2023). 

Trabalhos mais recentes revelam que o TME é composto, ainda, pela microbiota tumoral 

(CIERNIKOVA et al., 2022), uma população de bactérias presente no tumor que cumpre uma 

função determinante na regulação do microambiente (LITTLE et al., 2023). Quando essa 

comunidade microbiana sofre alterações ocorre uma disbiose, que pode causar efeitos 

prejudiciais ao corpo (HANAHAN, 2022), como a ocorrência aleatória de erros na replicação 

do DNA, resultando em diversos tipos de mutações (ÁLVAREZ-MERCADO et al., 2023). A 

microbiota exercerá influência sobre a atividade das células tumorais através da regulação de 

vias oncogênicas, modulação da resposta imune e interação com metabólitos 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 mamário de mulheres 
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saudáveis. Ademais, o estudo afirma que componentes bacterianos, como DNA, RNA e LPS, 

foram detectados nos tumores de mama (NEJMAN et al., 2020; ÁLVAREZ-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 responsável pela liberação de espécies reativas de oxigênio 

e sulfeto de hidrogênio no ambiente extracelular (ÁLVAREZ-MERCADO et al., 2023). Esses 

compostos podem penetrar nas células humanas, aumentando o ambiente oxidativo e 

contribuindo para a indução de mutações no DNA (ÁLVAREZ-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 Classificação histológica, molecular e estadiamento 

O câncer de mama pode se originar em diferentes áreas da mama (Figura 5), incluindo 

ductos, lóbulos ou tecido intersticial entre eles (FENG et al., 2018). Histologicamente, é 

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 (ARAÚJO et al., 2017). A forma mais comum de câncer de mama é 

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

Figura 5 – Anatomia mamária 

 

Fonte: Oncoguia (2024). 

Além disso, o câncer de mama pode ser classificado de acordo com o subtipo molecular, 

que analisa amostras de tecido para identificar marcadores específicos, como receptor de 
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estrogênio (ER), receptor de progesterona (PR), receptor do fator de crescimento epidérmico 

humano 2 (HER2) e o marcador de proliferação Ki67 (AL-THOUBAITY, 2020; NOLAN; 

LINDEMAN; VISVADER, 2023). Com base nesses marcadores, os tumores são classificados 

em subtipos moleculares, incluindo Luminal A (ER+, PR+, HER2–, baixo Ki67), Luminal B 

(ER+, PR±, HER2±, 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 câncer também pode ser classificado com base em sua 

extensão anatômica (T), comprometimento dos linfonodos regionais (N) e presença de 

metástases à distância (M), conforme o sistema de estadiamento TNM (AMIN et al., 2017) 

(Tabela 3). A classificação do câncer em diferentes estágios baseia-se na constatação de que as 

taxas de sobrevida variam significativamente de acordo com a extensão da doença (HARBECK 

et al., 2019). Pacientes com cânceres restritos ao órgão de origem apresentam taxas de 

sobrevivência mais favoráveis em comparação com aqueles nos quais a doença se dissemina 

para órgãos adjacentes ou regiões distantes (HARBECK et al., 2019).  

Quadro 3 – Estadiamento pelo sistema TNM 

Estadiamento T N M 

Estágio 0 Tis* N0 M0 

Estágio IA T1** N0 M0 

Estágio IB 
T0 N1mi M0 

T1** N1mi M0 

Estágio IIA 

T0 N1 M0 

T1** N1 M0 

T2 N0 M0 

Estágio IIB 
T2 N1 M0 

T3 N0 M0 

Estágio IIIA 

T0 N2 M0 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N1 M0 

T3 N2 M0 

Estágio IIIB 

T4 N0 M0 

T4 N1 M0 

T4 N2 M0 

Estágio IIIC Qualquer T N3 M0 

Estágio IV Qualquer T Qualquer N M1 

* Tumor in situ 

** T1 incluindo T1mi (microscópico) 

Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual, 8 th edition, 2017. 



 

27 

 

3.2.5 Diagnóstico 

O diagnóstico do câncer de mama é fundamentado em uma abordagem tripartite que 

compreende a avaliação clínica, exames de imagem e biópsia (HARBECK et al., 2019). A 

mamografia é um exame radiográfico amplamente empregado na triagem e no diagnóstico 

precoce, permitindo a identificação de anomalias mamárias em mulheres com 50 anos ou mais 

(NELSON et al., 2016; BHUSHAN; GONSALVES; MENON, 2021). A ultrassonografia se 

destaca na avaliação de alterações mamárias, especialmente em mulheres com tecidos 

mamários densos, sendo amplamente utilizado como modalidade inicial em mulheres jovens, e 

para áreas suspeitas não visualizadas na mamografia (HARBECK et al., 2019; BHUSHAN; 

GONSALVES; MENON, 2021). Além disso, é preferencialmente empregada para a biópsia 

percutânea guiada por imagem (HARBECK et al., 2019). 

Caso uma alteração com suspeita de malignidade seja identificada, a realização de uma 

biópsia é necessária para a obtenção de amostras de tecido, permitindo a confirmação 

histopatológica do diagnóstico e a caracterização do tipo de câncer (OBEAGU; OBEAGU, 

2024). Com o câncer confirmado, as amostras patológicas devem ser submetidas a testes 

adicionais para a avaliação dos receptores hormonais, a fim de guiar o planejamento do 

tratamento (TRAYES; COKENAKES, 2021). 

3.2.6 Tratamento 

O tratamento do câncer de mama é baseado em duas abordagens principais: a terapia 

locorregional e a terapia sistêmica (HARBECK et al., 2019). Essas abordagens são ajustadas 

de acordo com o estágio da doença e o subtipo molecular do tumor, o que orienta a escolha do 

tratamento (HARBECK et al., 2019; TRAYES; COKENAKES, 2021). No estágio 0, 

caracterizado como carcinoma in situ, o tratamento geralmente envolve tumorectomia ou 

mastectomia com biópsia do linfonodo sentinela, sendo a radioterapia indicada apenas para 

casos de tumorectomia, com terapia endócrina prescrita por cinco anos, utilizando tamoxifeno 

para pacientes pré-menopausais e tamoxifeno ou inibidor de aromatase para pós-menopausais, 

enquanto imunoterapia e quimioterapia não são frequentemente empregadas (TRAYES; 

COKENAKES, 2021). 

Em casos de câncer de mama precoce (estágio I, IIA e IIB [T2N1]), mulheres com tumores 

operáveis geralmente se submetem à cirurgia, e a maioria também requer terapia sistêmica, que 

pode ser administrada de forma neoadjuvante para tumores grandes ou adjuvante para diminuir 

o risco de recorrência, conforme indicado pelo resultado cirúrgico ou biomarcadores 

(HARBECK et al., 2019). A terapia endócrina pode durar até 10 anos, variando conforme o 
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status hormonal, e a quimioterapia é considerada para câncer HER2-positivo, triplo-negativo 

ou positivo para receptor hormonal, com orientação de testes moleculares (TRAYES; 

COKENAKES, 2021). 

O manejo do câncer de mama localmente avançado (estágios IIB [T3N0], IIIA, IIIB e IIIC) 

geralmente envolve uma abordagem combinada de cirurgia de tumorectomia ou mastectomia e 

dissecção dos linfonodos axilares, terapias sistêmicas e radioterapia seguem as diretrizes dos 

estágios anteriores (TRAYES; COKENAKES, 2021). Para o câncer de mama metastático 

(estágios IV), o tratamento visa principalmente a redução dos sintomas, aumento da sobrevida 

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

 

3.3 METABONÔMICA 

 

3.3.1 Definição 

Metabólitos são espécies químicas que são produtos intermediários ou finais de processos 

celulares, resultantes da atividade de enzimas e proteínas (WORLEY; POWERS, 2013), e o 

conjunto de todos os metabólitos de baixa massa molecular (até 1500 Da) presentes em um 

sistema biológico é denominado metaboloma (CANUTO et al., 2017). Alterações patológicas 

e fisiológicas associadas a doenças podem provocar variações nas concentrações de metabólitos 

e proteínas em fluidos e tecidos biológicos (EMWAS et al., 2013). Nesse contexto, a 

metabonômica se define como uma abordagem que quantifica a resposta metabólica dinâmica 

e multiparamétrica dos sistemas vivos a estímulos fisiopatológicos ou modificações genéticas 

(NICHOLSON; LINDON; HOLMES,1999). Essa estratégia possibilita a análise de mudanças 

nos perfis de metabólitos nos biofluidos em resposta a diferentes tipos de agressão, facilitando 

a compreensão das interações metabólicas em condições de doença (ROBERTSON, 2005). 

Embora os termos metabolômica e metabonômica sejam frequentemente utilizados como 

sinônimos, eles apresentam distinções conceituais importantes. De acordo com Dunn e Ellis 

(2005), a metabolômica visa à identificação e quantificação absoluta de todos os metabólitos 

presentes em uma amostra biológica. Em contraste, a metabonômica concentra-se na obtenção 

de uma “impressão digital metabólica” que reflita um determinado estado fisiológico ou 

patológico, sem requerer necessariamente a identificação ou quantificação individual dos 

metabólitos envolvidos (DUNN; ELLIS, 2005). Essa abordagem, portanto, adota uma 

perspectiva mais exploratória e comparativa, voltada à discriminação entre grupos 

experimentais com base em padrões metabólicos globais (DUNN; ELLIS, 2005). 
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3.3.2 Principais aplicações 

Métodos que promovem uma análise abrangente de dados biológicos de alta dimensão são 

especialmente valiosos na identificação de padrões moleculares associados a estados 

fisiológicos complexos e inter-relacionados (ARAÚJO et al., 2022). Quando o objetivo da 

pesquisa é identificar perfis metabólicos gerais e descobrir novos metabólitos relacionados a 

condições biológicas ou doenças, realiza-se uma análise qualitativa do metaboloma (CANUTO 

et al., 2017). Esse modelo examina uma ampla variedade de metabólitos de diferentes classes 

químicas, caracterizando a metabolômica global (do inglês, untargeted metabolomics) 

(CANUTO et al., 2017). Devido à sua sensibilidade, alto rendimento e requisitos mínimos de 

amostra, a metabolômica não direcionada é amplamente aplicável a diversos problemas 

biológicos (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012). Por sua vez, a metabolômica alvo (do inglês, 

targeted metabolomics) concentra-se na análise quantitativa de metabólitos específicos, 

selecionados com base em suas classes químicas ou relevância em rotas metabólicas (CANUTO 

et al., 2017). 

Além disso, uma classificação rápida das amostras de acordo com sua origem ou importância 

biológica facilita a triagem de amostras e a identificação de padrões (FIEHN, 2001). O termo 

“impressão digital” metabólica (do inglês, fingerprinting) refere-se a um método de análise que 

permite examinar amostras de forma global e rápida (ELLIS et al., 2007). Esse tipo de análise 

é projetado para classificar as amostras – focando em biofluidos essenciais para a função celular 

– e ajuda a identificar diferenças entre elas (ELLIS et al., 2007; WISHART, 2019). Já o termo 

“pegada” metabólica (do inglês, footprinting) é uma análise dos (exo)metabólitos secretados ou 

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

Figura 6 – Uma representação da diferença entre a impressão digital metabólica (à esquerda) e a 

pegada metabólica (à direita) 

 
Fonte: Wishart (2019). 
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Dessa forma, metabonômica se destaca como uma das tecnologias ômicas mais poderosas, 

capaz de detectar mudanças complexas e essenciais para o organismo (PUTRI et al., 2013). Tal 

abordagem permite identificar características que métodos tradicionais podem não captar, 

facilitando a descoberta de biomarcadores eficazes para diagnóstico e monitoramento de 

doenças (ARAÚJO et al., 2022; PUTRI et al., 2013). As alterações nos perfis metabólicos em 

fluidos e tecidos biológicos podem ocorrer antes do aparecimento de sintomas clínicos, 

tornando a metabonômica uma ferramenta útil para prognósticos e predição de resultados na 

área da saúde (AL-SULAITI et al., 2023). A metabonômica clínica tem como objetivo avaliar 

e prever condições de saúde e doença por meio da análise de “assinaturas metabólicas” em 

amostras de soro, plasma, urina, saliva, líquido cefalorraquidiano e outros (CEGLAREK et al., 

2009; DALAMAGA, 2024). Essas assinaturas são moldadas não apenas pelo genoma do 

indivíduo, mas também por fatores epigenéticos resultantes de exposições ambientais, além de 

influências relacionadas à dieta e ao estilo de vida (CEGLAREK et al., 2009). 

A sensibilidade dos metabólitos a estímulos ambientais e a sinalização interna torna o 

metaboloma uma fonte relevante para avaliar o fenótipo de uma pessoa (WISHART, 2019). 

Essa abordagem, denominada “metabótipo”, permite uma leitura detalhada do estado 

metabólico (HOLMES; WILSON; NICHOLSON, 2008; WISHART, 2019). A capacidade de 

"ler" quimicamente as condições fisiológicas têm levado à crescente aplicação da 

metabonômica em pesquisas biomédicas, análises nutricionais e análises exploratórias do 

metaboloma (WISHART, 2019). A identificação de metabólitos em células tumorais e tecidos 

foi uma das primeiras aplicações da metabonômica, destacando-se na análise de vias 

metabólicas essenciais, como o efeito Warburg, e impulsionando seu uso em pesquisas clínicas 

(EMWAS et al., 2013). 

O estudo de Hadi et al. (2017), por exemplo, investigou a identificação de metabólitos 

relevantes para o diagnóstico, classificação e estadiamento do câncer de mama. A análise de 

307 amostras de soro, incluindo 152 de pacientes com câncer e 155 de controles saudáveis, 

revelou diferenças significativas nos níveis de metabólitos entre os grupos (HADI et al., 2017). 

Sete metabólitos se mostraram particularmente relevantes para o diagnóstico, 18 para a 

classificação e 23 para o estadiamento, todos apresentando valores estatisticamente 

significativos (HADI et al., 2017). As alterações metabólicas observadas incluíram níveis 

alterados de ácidos graxos, ésteres de ácidos graxos, alcanos, hidrocarbonetos aromáticos, 

aminas, amidas, compostos carbonílicos e açúcares no soro de pacientes com câncer de mama 

(HADI et al., 2017). A análise metabólica revelou distúrbios em algumas vias, incluindo o 

metabolismo da galactose, amido, sacarose, açúcares amino e nucleotídicos, frutose, manose, 
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biossíntese de ácidos graxos e metabolismo das purinas (HADI et al., 2017). Em contraste, o 

estudo demonstrou níveis mais elevados de glicopiranosídeo no grupo saudável (HADI et al., 

2017). 

O estudo realizado por Chen et al. (2018) revelou diferenças significativas nos perfis 

metabólicos do soro entre pacientes com periodontite agressiva generalizada (GAgP, do inglês 

generalized aggressive periodontitis) e indivíduos saudáveis, evidenciando as alterações 

bioquímicas associadas à doença. Os pacientes com GAgP apresentaram aumentos 

significativos em metabólitos como ureia e alo-inositol, e reduções significativas em 

metabólitos essenciais, como glutationa, 2,5-dihidroxibenzaldeído, ácido adípico e 2-

desoxiguanosina (CHEN et al., 2018). Essas diminuições sugerem um comprometimento na 

capacidade antioxidante e na regulação metabólica, refletindo a desregulação do metabolismo 

em resposta à inflamação periodontal (CHEN et al., 2018). Essas alterações não apenas 

ressaltam a complexidade da resposta metabólica à periodontite, mas também abrem 

possibilidades para a identificação de biomarcadores que podem facilitar o diagnóstico precoce 

e a compreensão dos mecanismos patológicos subjacentes à 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 número 

limitado de pesquisas pode ser atribuído ao fato de que a coleta de saliva, em comparação com 

o soro, apresenta vantagens como a aquisição por indivíduos não treinados, além de ser um 

método não invasivo e indolor (BRITO; CURCIO; DA SILVA FIDALGO, 2022). Por outro 

lado, o uso da saliva para estudos metabolômicos apresenta algumas limitações importantes. 

Embora esse bioflúido compartilhe muitos dos componentes encontrados no soro, os 

metabólitos de interesse tendem a estar em concentrações muito mais baixas, o que exige a 

aplicação de técnicas analíticas mais sensíveis para sua detecção (HYVÄRINEN et al., 2021). 

Além disso, a redução do fluxo salivar pode influenciar o metaboloma, alterando a composição 

da saliva de forma expressiva (HYVÄRINEN et al., 2021). Outra dificuldade é que distúrbios 

comuns, como língua fissurada, língua geográfica, língua pilosa e atrofia filiforme, também 

podem modificar o perfil metabólico salivar, tornando os resultados ainda mais suscetíveis a 

variações (HYVÄRINEN et al., 2021).  

As descobertas sobre os perfis metabólicos em doenças crônicas como a periodontite e o 

câncer de mama não apenas elucidam as alterações bioquímicas associadas à doença, mas 

também sublinham a relevância da metabolômica como uma técnica capaz de identificar essas 

mudanças de forma precisa e eficaz. 
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3.3.3 Principais plataformas analíticas 

A metabonômica emergiu a partir do progresso em métodos analíticos e bioinformática 

(DALAMAGA, 2024). Essa abordagem utiliza ferramentas sofisticadas de química analítica, 

como espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas 

(EM), combinada com técnicas cromatográficas, como cromatografia em fase gasosa (GC-MS) 

e cromatografia em fase líquida (LC-MS) (CASTELLI et al., 2022; DALAMAGA, 2024).  

A espectroscopia de RMN é uma técnica analítica que utiliza campos magnéticos e pulsos 

de radiofrequência (RF) para investigar núcleos atômicos com spin nuclear diferente de zero, 

como hidrogênio-1 e carbono-13, permitindo a determinação da estrutura e da quantidade de 

metabólitos em um espécime biológico a partir do espectro gerado, conforme ilustrado na 

Figura 7 (DUNN; ELLIS, 2005; RHEE; GERSZTEN, 2012). Na presença de um campo 

magnético, os estados de spin apresentam energia diferente (DUNN; ELLIS, 2005). A aplicação 

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 é cessado, os spins voltam ao estado fundamental, liberando a 

energia absorvida, que é detectada pelo espectrômetro (SOUSA; DARTORA, 2021). A 

frequência de ressonância (da energia absorvida/emitida) é dependente do ambiente químico 

daquele spin, enquanto a intensidade do sinal é proporcional a quantidade do analito (MAYR, 

2008). Assim, é possível identificar o composto (no caso, o metabólito), bem como estimar sua 

concentração relativa no meio.  

Figura 7 – Esquema de um espectrômetro de RMN 

 
Fonte: Nanobusiness (2024) 

Essa técnica é considerada uma forma de impressão digital de alto rendimento, pois permite 

a análise simultânea de múltiplos compostos (DUNN; ELLIS, 2005). Para isso, amostras de 
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biofluidos são misturadas com um composto de referência, como o ácido timetilsilano 

propanóico (TPS), e inseridas na sonda do instrumento, possibilitando a identificação e 

quantificação de diferentes metabólitos (DUNN; ELLIS, 2005; EMWAS et al., 2013). 

A RMN é uma técnica que oferece alta reprodutibilidade e a capacidade de analisar 

amostras sem destruí-las, permitindo múltiplas análises na mesma amostra ao longo do tempo, 

o que dá a esse método uma série de vantagens sobre outras técnicas analíticas (BHARTI; ROY, 

2012). Embora a sensibilidade da RMN seja baixa em comparação com a espectrometria de 

massa, ela pode ser melhorada por técnicas como a polarização nuclear dinâmica 

(BIEDENBÄNDER et al., 2022). Outra vantagem da RMN é a simplicidade na preparação das 

amostras e o curto tempo experimental necessário para algumas análises, como na RMN de 

hidrogênio-1 (1H) (EMWAS et al., 2013), na qual a obtenção do dado espectral consome de 10 

a 15 minutos por amostra (BECKONERT et al., 2007). No entanto, essa técnica é limitada no 

número de metabólitos detectáveis e é considerada inferior em análises direcionadas (EMWAS 

et al., 2013). 

Por outro lado, a Espectrometria de Massas (EM ou MS, do inglês Mass Spectrometry) 

oferece uma sensibilidade muito maior, capaz de detectar uma vasta gama de metabólitos com 

mais de 500 alvos detectáveis em amostras de urina, por exemplo (EMWAS et al., 2013). 

Contudo, a técnica é destrutiva, o que significa que a amostra não pode ser reutilizada, e exige 

uma preparação mais laborosa das amostras, como a necessidade de cromatografia líquida para 

separar diferentes classes de compostos antes da detecção (NICHOLSON; LINDON, 2008). 

Em termos de tempo experimental, a EM pode ser mais rápida que a RMN em certas análises, 

especialmente quando se utiliza inserção direta (JUNOT et al., 2014). Todavia, essa abordagem 

é pouco utilizada, pois exige uma manutenção preventiva do espectrômetro em menores 

intervalos de tempo. Em geral, a EM é empregada após uma corrida cromatográfica, 

demandando um tempo de análise da ordem de 30-40 minutos por amostra além do tempo 

necessário para elaboração da amostra. Por fim, a EM se destaca em análises direcionadas e é 

amplamente utilizada para identificar e quantificar metabólitos em tecidos (EMWAS et al., 

2013). 

O potencial da espectroscopia de RMN de 1H de alta resolução para detectar uma ampla 

gama de metabólitos, oferecendo um 'instantâneo' metabólico (BECKONERT et al., 2007) 

aliado à sua eficácia na análise de biofluidos com mínimo tratamento das amostras (WORLEY; 

POWERS, 2013) qualifica essa técnica como a solução mais apropriada para o presente estudo.  

No entanto, as assinaturas metabonômicas, frequentemente definidas em contextos de pesquisa 

clínica, apresentam desafios significativos para sua implementação na prática clínica rotineira, 
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devido à sua natureza multiparamétrica que envolve dezenas de metabólitos e pequenas 

variações de concentração entre os grupos (CASTELLI et al., 2022). Para que essas assinaturas 

se tornem mais utilizáveis na prática clínica, é fundamental simplificar os resultados e adotar 

uma abordagem quantitativa, utilizando ferramentas estatísticas e de aprendizado de máquina 

que ajudem a identificar e destacar os componentes-chave (CASTELLI et al., 2022). Quando 

se trata da aplicação em problemas químicos, esses métodos estatísticos são chamados de 

métodos quimiométricos (LYRA et al., 2010). 

3.3.4 Principais formalismos de estatística multivariada 

A análise multivariada refere-se ao conjunto de técnicas estatísticas que lidam com 

múltiplas variáveis simultaneamente, com o objetivo de compreender melhor as relações e os 

padrões existentes entre elas em um determinado contexto de estudo (HAZRA; GOGTAY, 

2017). Esses métodos são essenciais para distinguir classes em conjuntos de dados complexos, 

mesmo na presença de variabilidade interna (WORLEY; POWERS, 2013).  

De modo geral, a análise multivariada é comumente estruturada em duas grandes 

categorias: aprendizagem supervisionada e aprendizagem não supervisionada (DONA et al., 

2016; MILLER; NAGY; SCHLUETER, 2018). Modelos de aprendizagem supervisionada 

utilizam dados rotulados – com características e variável de resposta conhecidas – para treinar 

algoritmos capazes de classificar novas instâncias com base em padrões previamente 

aprendidos (CHOUDHURY et al., 2024). Em contraste, técnicas não supervisionadas operam 

sobre dados não rotulados, buscando identificar estruturas ou agrupamentos ocultos sem 

orientação externa (CHOUDHURY et al., 2024). No estudo aqui apresentado, utilizamos 

apenas métodos não supervisionados, visando identificar agrupamentos naturais das amostras 

nas classes de interesse. 

3.3.4.1 Métodos Não Supervisionados 

3.3.4.1.1 Análise Hierárquica de Clusters 

A análise hierárquica de cluster (HCA, do inglês Hierarchical Cluster Analysis) é uma 

técnica estatística utilizada para agrupar objetos ou variáveis com base em suas semelhanças ou 

diferenças, 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 representação visual permite identificar como os grupos se 

organizam progressivamente em diferentes níveis de similaridade, facilitando a interpretação 
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de padrões ou estruturas latentes nos dados (CAESAR; KVALHEIM; CECH, 2018; XU; 

WUNSCH, 2005). 

Figura 8 – O dendrograma ilustra a organização hierárquica dos agrupamentos gerados pela análise de 

cluster. O eixo x representa as amostras, e o eixo y indica a distância ou dissimilaridade entre elas. A 

estrutura em árvore mostra como os grupos se formam progressivamente com base em suas 

similaridades 

 

Fonte: AnalyticsVidhya (2019) 

A HCA é particularmente eficaz na análise exploratória de perfis químicos e em contextos 

em que não há rótulos predefinidos (CAESAR; KVALHEIM; CECH, 2018). Além disso, tem 

se consolidado como uma ferramenta importante na análise de dados biológicos de alto 

rendimento, como na identificação de padrões metabólicos associados a diferentes condições 

biológicas (HEINZMANN et al., 2022). Como uma subcategoria da análise de cluster, a HCA 

compartilha a premissa de agrupar objetos com base em características comuns, utilizando 

métricas de proximidade, como distâncias ou similaridades, para guiar a formação dos 

agrupamentos (GAO et al., 2023; MIRZAEI et al., 2022).  

No exemplo apresentado na Figura 8, se considerarmos uma distância 12, temos dois 

grupos, sendo o primeiro formado pelas amostras 1, 2 e 4; o segundo grupo é formado pelas 

amostras 3 e 5.  

3.3.4.1.2 Análise de Componentes Principais 

A Análise de Componentes Principais (PCA, do inglês Principal Component Analysis) é 

uma técnica estatística não supervisionada que se concentra na redução da dimensionalidade e 

na captura da variância máxima dos dados, independentemente de classes ou rótulos a que a 

amostra pertença (GREENACRE et al., 2022). Seu objetivo é transformar dados complexos em 

uma versão simplificada por meio da redução da dimensionalidade, permitindo uma análise 
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mais eficiente enquanto preserva as características essenciais dos dados (RINGNÉR, 2008). 

Para isso, a PCA extrai informações relevantes da tabela de dados e as representa por meio de 

novas variáveis ortogonais, conhecidas como componentes principais, obtidas a partir de 

combinações lineares das variáveis originais (ABDI; WILLIAMS, 2010). Dessa forma, a PCA 

revela o padrão de similaridade entre observações e variáveis, 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 – Gráfico de escores da Análise de Componentes Principais, usando duas componentes 

principais. As diferentes classes estão apresentadas por cores distintas 

 
Fonte: Adaptado de Towardsdatascience (2020). 

É importante destacar que, em geral, a matriz de dados contém características de variáveis 

com significados e unidades distintas, o que exige um pré-processamento adequado para 

permitir combinações apropriadas (LYRA et al., 2010). Esse pré-processamento é normalmente 

realizado por meio do autoescalamento, que centraliza os dados pela média e os normaliza pelo 

desvio padrão, garantindo que todas as variáveis influenciem os resultados de maneira 

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

3.3.5 Visualização dos Dados 

As ferramentas para a visualização de dados geram representações gráficas empregadas na 

análise multivariada para facilitar a identificação de padrões, agrupamentos e relações entre 

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

Como visto anteriormente, o dendrograma é resultado de um agrupamento hierárquico em 

forma de árvore, que ilustra as relações entre os objetos com base em seus graus de similaridade 

(LABBÉ; LANDETE; LEAL, 2023). Nesse tipo de representação, elementos com maior 

similaridade são agrupados nos níveis mais baixos da árvore, sendo conectados antes daqueles 

que apresentam menor proximidade (LABBÉ; LANDETE; LEAL, 2023). 

Em um dendrograma, os nós correspondem aos pontos de junção entre elementos ou grupos 

de elementos, compondo a estrutura da árvore (XU; WUNSCH, 2005). Existem três tipos 

principais de nós: os nós folha representam objetos individuais do conjunto de dados, como 

amostras ou variáveis específicas; os nós intermediários indicam a fusão entre dois objetos ou 

agrupamentos com base em sua similaridade; e o nó raiz, localizado no topo da estrutura, 

representa a união de todos os elementos em um único grupo, simbolizando o conjunto 

completo de dados analisados (XU; WUNSCH, 2005). A altura em que essas uniões ocorrem 

ao longo da árvore reflete a distância entre os elementos agrupados (XU; WUNSCH, 2005) 

(Figura 10). 

Figura 10 – Dendrograma representando a similaridade entre os elementos da amostra. O gráfico está 

disposto horizontalmente, com os objetos numerados de 1 a 17 no eixo vertical. As junções (clusteres) 

indicam a formação de grupos conforme o grau de semelhança. A escala na parte inferior representa a 

distância entre os componentes, permitindo a visualização do nível de proximidade entre os 

agrupamentos. Quanto mais próximo do 0 menor a distância entre os elementos. 

 
Fonte: Stackoverflow (2013). 
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3.3.5.2 Mapa de Calor 

O mapa de calor (do inglês, heatmap) é uma ferramenta estatística amplamente empregada 

na visualização de dados matriciais, representando a magnitude das variáveis por meio de 

variações cromáticas, em que cada célula é colorida proporcionalmente ao seu valor numérico 

(BABICKI et al., 2016; GU, 2022). Essa codificação visual estabelece uma correspondência 

direta entre cor e intensidade, facilitando a identificação de padrões, correlações 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 têm sido amplamente empregados na análise exploratória de dados, 

notadamente na investigação de perfis de expressão gênica, proteica e metabólica (BABICKI 

et al., 2016). Quando integrados ao agrupamento hierárquico, esses gráficos permitem a 

reordenação de linhas e colunas na matriz de dados, agrupando elementos com padrões 

semelhantes (GU, 2022; GU; HÜBSCHMANN, 2022).  

A inclusão de dendrogramas nas margens do mapa sintetiza as relações hierárquicas entre 

os agrupamentos, proporcionando uma representação compacta e informativa da organização 

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 análise de dados de alta dimensionalidade nas ciências biológicas (GU; 

HÜBSCHMANN, 2022). 

Figura 11 – Exemplo de Dendograma do heatmap – Grupo Controle versus Grupo Doença 

(câncer de mama). As variáveis investigadas estão listadas ao lado. 

 
Fonte: Fonte: Hadi et al. (2017). 
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3.3.6 Abordagem Estruturada para Interpretação de Dados Metabonômicos 

É possível observar, assim, que a análise de dados metabonômicos é desafiadora devido à 

variabilidade intrínseca de cada amostra (WORLEY; POWERS, 2013) e à complexidade dos 

conjuntos de dados, que dificulta a representação gráfica e torna a exploração – como 

identificação de tendências, comparação de grupos e visualização de distribuições – mais 

trabalhosa (RINGNÉR, 2008). Para mitigar esses problemas, a análise de dados metabonômicos 

segue etapas que incluem a fase pré-analítica, que é essencial na análise de metabólitos, 

abrangendo a coleta e a preparação de amostras, que podem incluir a extração de metabólitos e 

a remoção de macromoléculas (HUANG et al., 2022). Após essa etapa, a geração de dados 

ocorre através da aquisição com parâmetros experimentais adequados e do processamento 

espectral, apresentando os resultados como compartimentos discretos que refletem a área sob o 

espectro ou as concentrações individuais de metabólitos (HUANG et al., 2022). A análise dos 

dados envolve o pré-tratamento, a identificação de metabólitos relevantes e a interpretação 

biológica, que contextualiza esses metabólitos significativos (HUANG et al., 2022). (Figura 

12) 

Figura 12 – Principais etapas do desenvolvimento de um estudo metabonômico 

 
Fonte: Adaptado de Huang et al. (2022). 
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3.4 ASSOCIAÇÃO ENTRE PERIODONTITE E CÂNCER DE MAMA 

 

A literatura científica tem trazido cada vez mais evidências sobre a associação entre a 

periodontite e o câncer de mama (ABOLHASANI-ZADEH et al., 2025; CORBELLA, 2018; 

GABA; GONZÁLEZ; MARTÍNEZ, 2022; PARHI et al., 2020; SFREDDO et al., 2017; SHAO 

et al., 2018; SHI et al., 2018). Essa relação foi inicialmente observada em estudos de coorte 

que investigavam a conexão entre a periodontite e diversos tipos de câncer, os quais revelaram 

uma associação estatisticamente significativa entre a periodontite e o desenvolvimento do 

câncer de mama (ARORA et al., 2010; HUJOEL et al., 2003). No entanto, ainda há escassez 

de literatura sobre essa relação, e os resultados têm se mostrado conflitantes (NWIZU; 

WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020). 

O primeiro estudo a estabelecer a conexão entre periodontite e câncer foi realizado por 

Hujoel et al. (2003) na coorte do NHANES I (National Health and Nutrition Examination 

Survey), evidenciando que pessoas com periodontite apresentavam um risco elevado de 

mortalidade por câncer. Embora o estudo tenha enfatizado especialmente a relação com o câncer 

de pulmão, também sugeriu que a presença de periodontite poderia aumentar em 32% o risco 

de morte por câncer de mama (HUJOEL et al., 2003). Além disso, Arora et al. (2010) analisaram 

uma coorte de gêmeos suecos e encontraram um aumento de 15% no risco total de câncer entre 

os participantes com periodontite, além de um aumento de 12% no risco de câncer de mama. 

Söder et al. (2011) realizaram um estudo que investigou especificamente a relação entre 

periodontite e câncer de mama, identificando uma associação estatisticamente significativa 

entre periodontite, diagnosticada por exame clínico periodontal, e a incidência de câncer de 

mama. Os resultados revelaram que participantes com periodontite e ausência de molares 

apresentaram um aumento de 5,5% na taxa de incidência de câncer de mama, em contraste com 

apenas 0,5% entre aqueles com periodontite sem perda dentária (SÖDER et al., 2011). O estudo 

destacou a ausência de molares como um preditor independente para o câncer de mama, 

evidenciando um aumento de 136% no risco de desenvolvimento desse tipo de câncer (SÖDER 

et al., 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 

câncer em indivíduos com periodontite, revelando um aumento de 23% no risco de câncer de 

mama após cinco anos de acompanhamento. No entanto, os autores reconheceram a falta de 

ajuste para fatores de confusão, como histórico familiar e tabagismo (CHUNG et al., 2016). 

Além disso, a periodontite se mostrou associada a uma maior probabilidade de câncer de mama 
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invasivo em mulheres na pós-menopausa, principalmente entre aquelas com histórico de 

tabagismo, apresentando um risco 14% maior em comparação com as mulheres sem a doença 

(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 câncer e em 13% o risco de câncer de mama, em comparação 

com as mulheres sem a condição periodontal. Entretanto, vale ressaltar que a avaliação da 

história da doença periodontal por meio de questionários de autorrelato pode ter levado à 

subnotificação da condição, o que pode ter impactado a associação observada, reforçando a 

necessidade de atenção a esses possíveis vieses em estudos semelhantes (NWIZU et al., 2017). 

Um estudo de caso-controle realizado no Hospital Universitário de Santa Maria (UHSM), 

Brasil, revelou que mulheres com câncer de mama apresentaram perda do NIC 

significativamente maior do que aquelas no grupo controle, sem câncer, com um valor p de 0,04 

(SFREDDO et al., 2017). Além disso, as mulheres diagnosticadas com periodontite tinham de 

duas a três vezes mais chances de desenvolver câncer de mama em comparação com aquelas 

sem a doença periodontal (SFREDDO et al., 2017). Os resultados mostraram que a 

"periodontite severa generalizada", aumentou em 161% o risco de desenvolver câncer 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 associação entre 

periodontite e o aumento do risco de câncer de mama, mostrando que pacientes com 

periodontite, acompanhados por 12 anos em hospitais da Universidade Hacettepe, apresentaram 

um risco 77% maior de desenvolver câncer, com as mulheres tendo um risco 140% superior em 

relação à população geral. De maneira semelhante, a pesquisa de Güven et al. (2019) analisou 

dados do Registro Nacional de Câncer da Turquia, em 5.199 pacientes, por um período médio 

de 7,2 anos, revelando que indivíduos com periodontite tinham um risco 17% maior de câncer, 

e que as mulheres diagnosticadas com a condição apresentaram um risco 119% maior de 

desenvolver câncer de mama. 

Dessa forma, os estudos publicados enfatizaram a necessidade de novas pesquisas para 

explorar os mecanismos subjacentes que ligam a periodontite ao câncer de mama (DIZDAR et 

al., 2017). A partir disso, ensaios em modelos murinos, bem como revisões e meta-análises, 

foram realizados para compreender a relação entre essas doenças (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 patógenos associados à periodontite, como a P. gingivalis e a F. nucleatum, podem 
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atuar como modificadores de risco no desenvolvimento do câncer, através de propriedades 

oncogênicas, como a indução da expressão de genes relacionados à proliferação celular, 

promoção local de disbiose, inflamação crônica (com a liberação de radicais livres, citocinas e 

degradação da matriz extracelular), evasão imunológica e dano epigenético (BAIMA et al., 

2023; HOARE et al., 2019; FUJIWARA et al., 2020). 

A presença da F. nucleatum no microbioma do câncer de mama (HIEKEN et al., 2016; 

NEJMAN et al., 2020) corrobora a hipótese de que fusobactérias podem alcançar tumores por 

meio da circulação sanguínea (ALON-MAIMON; MANDELBOIM; BACHRACH, 2022). A 

F. nucleatum promove a colonização de células cancerígenas por meio do reconhecimento da 

galactose-N-acetilgalactosamina (Gal-GalNAc) (PARHI et al., 2020), um oncoantígeno 

superexpresso no câncer de mama, que é fundamental para a especificidade da colonização 

tumoral por fusobactérias (ALON-MAIMON; MANDELBOIM; BACHRACH, 2022). Essa 

interação ocorre por meio da proteína autotransportadora Fap2, localizada na superfície da F. 

nucleatum, e tem um papel central na adesão bacteriana às 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 progressão do câncer de mama de maneira dependente do receptor toll-like 4 (TLR4) e 

por meio de mecanismos de imunomodulação. O LPS da parede celular desse microrganismo 

gera um estímulo inflamatório que ativa a resposta imune inata (CHENG et al., 2020). Nesse 

contexto, o TLR4 desempenha um papel chave ao reconhecer o LPS e amplificar a cascata de 

sinalização do inflamossomo, por meio da ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB) pela rota 

TLR4/MyD88, promovendo a expressão de citocinas pró-inflamatórias e a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (CHENG et al., 2020). Posteriormente, o NF-κB ingressa 

no núcleo celular, resultando no aumento da expressão do gene BIRC3, impedindo a apoptose 

ao inibir a ativação da Caspase-8 (ZHANG et al., 2023; GUO; YU; HUANG, 2024). 

Ainda assim, apesar dos estudos sugerirem possíveis hipóteses para justificar uma conexão 

entre a periodontite e o câncer de mama, estamos nos estágios iniciais da compreensão dos 

mecanismos biológicos envolvidos (SHI et al., 2018). Diferenças no desenho dos estudos, a 

forma de avaliação da condição periodontal e a falta de ajuste para fatores de confusão podem 

gerar resultados contraditórios (ISSRANI et al., 2021). 

É possível 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 autorreferência da condição e 

perda dentária, o que resulta em falta de uniformidade na definição de casos de periodontite 
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nesses estudos (NWIZU; WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020). Isso pode levar a um erro 

no diagnóstico da doença e a uma classificação equivocada da exposição à periodontite, 

afetando a força dessa associação (ISSRANI et al., 2021). 

Em 2012, durante o Workshop Conjunto da Federação Europeia de Periodontologia e da 

Academia Americana de Periodontologia sobre "Periodontite e Doenças Sistêmicas", os 

organizadores sugeriram que, para validar a existência de uma possível associação causal entre 

periodontite e câncer, os estudos deveriam utilizar definições precisas e consensuais de doenças 

periodontais, estabelecidas pela comunidade científica, evitando o uso de marcadores 

substitutos (NWIZU; WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 2020). 

O desenvolvimento de estudos de coorte, com exame periodontal padronizado e 

diagnóstico de periodontite de acordo com a nova classificação de doenças e condições 

periodontais e peri-implantares (PAPAPANOU et al., 2018), poderia fornecer informações 

sobre como a periodontite se relaciona com o câncer de mama (NWIZU; WACTAWSKI-

WENDE; GENCO, 2020). Contudo, esse tipo de estudo pode ser dispendioso e trabalhoso, 

especialmente em grandes estudos de vigilância (NWIZU; WACTAWSKI-WENDE; GENCO, 

2020). 

Por outro lado, estudos de caso-controle seriam uma opção menos dispendiosa e poderiam 

ser realizados em menor tempo. No entanto, esse tipo de desenho é utilizado para estabelecer 

correlações entre exposições e resultados, e não para estabelecer causalidade (VARGAS-

VILLAFUERTE et al., 2016). Além disso, devido à sua natureza retrospectiva, pode incorrer 

em erros devido ao risco de causalidade reversa (SHI et al., 2018). 

Uma estratégia interessante para investigar alterações associadas a diferentes condições 

clínicas é a construção de modelos metabolômicos, visto que a identificação de mudanças no 

metaboloma, causadas por determinadas patologias, permite tanto o estudo de mecanismos 

fisiopatológicos quanto a identificação de biomarcadores associados a fenótipos específicos 

(JAYARAMAN et al., 2014). Essa abordagem, ao unir potencial exploratório e aplicação 

translacional, mostra-se especialmente promissora em estudos clínicos (SCHMIDT et al., 

2021).   

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa tem utilizado a espectroscopia de RMN de 1H 

aplicada à metabonômica como ferramenta para investigar distintas condições clínicas, 

consolidando experiência na área. Em um estudo sobre infertilidade masculina associada à 

varicocele, a técnica permitiu discriminar homens férteis e inférteis, além de identificar 

metabólitos relevantes envolvidos no estresse oxidativo característico da condição (NETO et 

al., 2020). Da mesma forma, a abordagem foi aplicada em mulheres pós-menopáusicas, 
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distinguindo casos de osteopenia e osteoporose a partir de perfis metabólicos séricos, com 

destaque para metabólitos relacionados à homeostase do sistema esquelético (PONTES et al., 

2019). Além disso, em pacientes com hepatite C crônica, modelos metabonômicos derivados 

de RMN de 1H apresentaram excelente desempenho na predição de fibrose hepática 

significativa, avançada e cirrose, superando índices clínicos tradicionais, o que poderia 

contribuir para a redução da necessidade de biópsia hepática (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 câncer de próstata. Esses trabalhos 

exemplificam a expertise consolidada do grupo de pesquisa na aplicação da estratégia 

metabonômica por RMN de 1H em diferentes contextos clínicos. 

De modo complementar, outros autores também têm explorado o potencial da 

metabolômica para compreender a interface entre processos metabólicos e condições 

inflamatórias. Ma et al. (2021), por exemplo, utilizaram essa abordagem para analisar 

diferenças inflamatórias e metabólicas associadas à saúde periodontal em pacientes com doença 

renal em estágio terminal, em comparação com controles saudáveis. Essa pesquisa reforça como 

a análise do metabolôma pode auxiliar na identificação de biomarcadores séricos e na 

elucidação de padrões fisiopatológicos complexos, ampliando o entendimento de doenças 

crônicas multifatoriais. 

Esses tipos de estudos demonstram que diferenças importantes nos perfis inflamatórios e 

metabólicos podem refletir condições de saúde específicas. A identificação de metabólitos-alvo 

pode oferecer um melhor entendimento dessas diferenças e servir como base para investigações 

maiores e prospectivas, como sugerido por Mamas et al. (2011), permitindo um entendimento 

mais profundo das interações entre periodontite e câncer de mama, além de contribuir para 

futuras abordagens diagnósticas e terapêuticas. 

Nesse contexto, a hipótese do presente estudo é que a periodontite associada ao câncer de 

mama acarreta uma mudança no perfil de metabólitos endógenos das pacientes, o que pode ser 

identificado por metabonômica baseada em RMN. Essa abordagem poderá auxiliar na 

compreensão de como as alterações metabólicas associadas à periodontite influenciam ou 

interagem com os processos metabólicos envolvidos no desenvolvimento e progressão do 

câncer de mama. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 DESENHO DA PESQUISA 

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e transversal, com amostra de 

conveniência, não probabilística, composto por pacientes diagnosticadas com câncer de mama, 

atendidas no Serviço de Oncologia do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco (HC/EBSERH/UFPE). O estudo foi realizado no período de julho a dezembro de 

2024. Após a seleção da amostra, as participantes foram alocadas em dois grupos, conforme a 

presença ou ausência de periodontite: Grupo 1 – pacientes com câncer de mama e diagnóstico 

clínico de periodontite (n = 6); Grupo 2 – pacientes com câncer de mama sem periodontite (n 

= 6). 

4.2 LOCAL DA PESQUISA 

A pesquisa foi realizada em três locais distintos:  

i) A consulta aos prontuários aconteceu na sala do Núcleo da Documentação 

Clínica (NDC) do HC/EBSERH/UFPE; 

ii) O recrutamento das pacientes, avaliação periodontal e coleta sanguínea foram 

realizados no Serviço de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE;  

iii) A análise do metaboloma foi realizada no Departamento de Química 

Fundamental (DQF), Laboratório da Central Analítica e Laboratório de 

Metabonômica e Quimiometria, onde os dados espectrais foram obtidos e os 

modelos metabonômicos construídos. 

4.3 AMOSTRA DE PARTICIPANTES 

A amostra foi composta por mulheres com diagnóstico de câncer de mama em 

acompanhamento no Serviço de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE. No total, 27 pacientes 

foram inicialmente convidadas a participar da pesquisa. No entanto, após a aplicação dos 

critérios de inclusão e exclusão, além de recusas espontâneas, apenas 12 pacientes foram 

consideradas elegíveis e aceitaram participar do estudo, compondo a amostra final. O número 

de participantes foi determinado de forma dinâmica, condicionado à disponibilidade das 

pacientes no período de coleta e à demanda espontânea do ambulatório. As principais causas 

para a não inclusão foram o não atendimento aos critérios de elegibilidade e a recusa em 

participar da pesquisa. 
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4.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

4.4.1 Critérios de inclusão 

Mulheres com câncer de mama confirmados por ultrassonografia/mamografia seguida de 

biópsia, diagnosticadas ou acolhidas no Serviço de Oncologia do HC/EBSERH/UFPE. 

Pacientes com 18 anos ou mais foram elegíveis para participar. Não houve restrições quanto ao 

estadiamento do câncer e ao tratamento.  

4.4.2 Critérios de exclusão 

Mulheres que já tivessem completado o tratamento contra o câncer ou consideradas em 

remissão foram excluídas. Pacientes com menos de dez dentes também não fizeram parte do 

estudo. 

4.5 RECRUTAMENTO DOS PARTICIPANTES 

O recrutamento ocorreu após a avaliação dos prontuários das pacientes acompanhadas no 

serviço de Oncologia HC/EBSERH/UFPE. Os dados foram coletados e planilhados pela 

pesquisadora em um espaço reservado, sem a presença de outras pessoas. As pacientes foram 

recrutadas continuamente até a data final (dezembro de 2024) ser alcançada. As voluntárias 

foram instruídas, pelo médico assistente ou pela pesquisadora, acerca do objeto da pesquisa, 

sendo expostos os benefícios e riscos associados. As participantes que aceitaram participar 

foram convidadas a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice 

A), tendo o estudo sido aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital das Clínicas da 

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

4.6 INSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS 

Os prontuários selecionados foram separados para leitura e análise minuciosa, buscando as 

informações pertinentes de acordo com os objetivos da pesquisa. Inicialmente, foram 

consultados os dados demográficos (Apêndice B), seguido de informações sobre o câncer de 

mama (Apêndice C).  

Foram aplicados um questionário de saúde (Apêndice B) e um questionário para obter 

informações sobre exposição a fatores de risco para periodontite e/ou câncer de mama 

(Apêndice D) para todas as participantes da pesquisa. O tempo para aplicação dos questionários 

foi de, em média, 20 minutos. Posteriormente, dados relacionados ao diagnóstico clínico 

periodontal (Apêndice E) e foram coletados através da realização do um exame clínico 

periodontal, a fim de estabelecer o diagnóstico da condição periodontal de acordo com a vigente 
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classificação das doenças e condições periodontais e peri-implantares (PAPAPANOU et al., 

2018), incluindo o estágio, extensão e grau da periodontite. Os instrumentais odontológicos 

utilizados para realização do exame periodontal estão descritos a seguir, no item 4.7.1. Além 

disso, foi realizada a coleta de amostra sanguínea, de todas as participantes da pesquisa, por 

meio de punção venosa periférica para análise por RMN de 1H. O material utilizado para esse 

procedimento está descrito no item 4.7.2. 

4.7 PROCEDIMENTO PARA A COLETA DE DADOS 

Inicialmente, os prontuários das voluntárias foram submetidos a leitura e análise 

minuciosa, de modo a identificar as informações pertinentes aos objetivos da pesquisa. Na 

sequência, os dados extraídos foram organizados em planilhas do Microsoft™ Excel 

(Microsoft™ Corporation, Redmond, Washington, USA), em um notebook com acesso restrito 

à pesquisadora e protegido por senha. Aos dados dos prontuários 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 Éticos). Por 

fim, os registros foram duplamente checados, visando reduzir o risco de erro sistemático 

associado à falha na entrada de informações. 

4.7.1 Exame periodontal  

Todas as voluntárias foram submetidas ao exame periodontal completo, realizado por uma 

única 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 avaliação de: i) Profundidade de Sondagem (PS) e Nível de Inserção 

Clínica (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 à 

superfície radicular com uma força de 25N (BARENDREGT et al., 2006), para medir a 

distância da margem gengival ao fundo do sulco ou bolsa periodontal (PS) e da junção cimento-

esmalte ao fundo da bolsa periodontal (NIC). ii) Sangramento à Sondagem (SS) (análise da 

presença de sangramento em até 15 segundos após o procedimento de sondagem [mensurado 

em seis sítios por dente - distovestibular, vestibular e mesiovestibular, distolingual, lingual e 

mesiolingual -]. A avaliação da presença/ausência de Sangramento à sondagem num padrão 

binominal [0 - ausência de sangramento; 1 - presença de sangramento]. O número de sítios com 

presença de sangramento é dividido por 6 x o número total de dentes, multiplicado por cem) 
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(MÜHLEMANN; SON, 1971); iv) Lesão de furca (LF) (análise da presença de lesão na região 

de furca - região anatômica entre as raízes dos dentes multirradiculares - por meio da utilização 

da sonda Nabers, Hu-Friedy®. Projeta-se a sonda delicadamente para região de furca, 

obedecendo a anatomia radicular dos dentes posteriores. A classificação da extensão da lesão é 

dada em diferentes graus [a) grau 1: perda óssea horizontal de até 3 mm; b) grau 2: perda óssea 

horizontal maior que 3 mm, sem atingir o lado oposto; c) grau 3: perda óssea horizontal que se 

estende de um lado a outro) (HAMP; NYMAN; LINDHE, 1975) e v) Mobilidade dentária (foi 

avaliada a presença da mobilidade bem como o grau da mesma [após estabilizar a cabeça do 

paciente para minimizar o movimento, foram exercidas forças leves sobre o dente com o auxílio 

do cabo do espelho e cabo da sonda periodontal. A partir da observação do movimento 

horizontal do dente, no sentido vestíbulo-lingual ou palatino, em relação aos dentes adjacentes 

foi diagnosticada mobilidade grau 0 - Nenhum movimento observado; grau 1, mobilidade ≤ 

1mm no sentido horizontal; grau 2, mobilidade > 1mm no sentido horizontal ou; grau 3, 

mobilidade no sentido vertical (intrusão apical) e horizontal]) (CLEREHUGH; TUGNAIT, 

2001). Para isso, foram utilizados espelho bucal plano nº5, Golgran®, sonda periodontal 

milimetrada Carolina do Norte, Hu-Friedy® e sonda periodontal milimetrada Nabers, Hu-

Friedy®. Os achados foram transcritos em uma ficha periodontal (Apêndice F). 

Posteriormente, os dados relacionados ao periograma e diagnóstico clínico periodontal foram 

consultados a fim de estabelecer o diagnóstico clínico periodontal de acordo com a atual 

classificação das doenças e condições periodontais e peri-implantares, incluindo o estágio, 

extensão e grau da periodontite (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018). 

Para auxiliar o diagnóstico periodontal foi considerado tabagismo (“tabagista?” se sim, 

quantos cigarros fuma por dia + resultado do questionário Fagerstrom) (Anexo B) e perfil 

glicêmico (glicemia plasmática de jejum [>126 mg/dl em 2 momentos diferentes] e 

hemoglobina glicada (HbA1c) [≥ 6,5%]) (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018). 

4.7.2 Coleta sanguínea para análise por RMN de 1H 

Foi realizada a coleta de amostra sanguínea de todas as participantes da pesquisa, por meio 

de punção venosa periférica. A coleta foi realizada da seguinte forma: 1) higienização das mãos 

e coleção da luva de procedimento; 2) explicação ao paciente sobre como seria feita a coleta; 

3) confirmação dos dados da etiqueta no tubo [Tubo à vácuo sem aditivos, BD Vacu-tainer®]; 

4) mostrar agulha [Agulha De Coleta Multipla Vácuo 25x8mm 21g - Vacuplast®] nas 

embalagens antes de abrir; 5) localização da região onde seria realizada a punção venosa [veia 

cefálica mediana ou veia basílica mediana]; 6) assepsia do local com álcool 70% e colocação 
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do garrote no braço da participante pedindo para a mesma feche e abra a mão repetidamente; 

7) remoção da capa da agulha seguida de punção; 8) coleta da amostra; 9) remoção do garrote; 

10) remoção da agulha, limpeza da região e colocação de curativo; 11) instrução para realização 

de pressão local por 3 minutos; 12) homogenização do sangue coletado no tubo). Para cada 

participante foram extraídos 5ml de sangue, coletado em tubo à vácuo sem aditivos, de 10ml, 

BD Vacutainer®, que foi transportado imediatamente após a coleta, em isopor com bateria de 

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

4.7.3 Separação do soro para análise por RMN de 1H 

A amostra de sangue foi centrifugada (3000 RPM por 15 minutos), visando obter o soro 

(sobrenadante). Uma fração de 2,0 mL de soro foi transferida para um eppendorf e mantido em 

ultrafreezer a -40ºC até o momento da análise por RMN. 

4.7.4 Preparação das amostras de soro sanguíneo e análise por RMN de 1H 

Para a realização da análise, as amostras foram descongeladas e uma alíquota de 400 μL 

da amostra de soro foi transferida para um tubo de RMN, com 5 mm de diâmetro interno. Em 

seguida, foram adicionados 200 μL de água deuterada (D₂O) e o conteúdo foi homogeneizado 

manualmente. Os espectros de RMN de 1H foram obtidos usando a sequência de pulsos CPMG 

(Carr-Purcell-Meiboom-Gill), com pré-saturação (presat) do sinal da água, no espectrômetro 

modelo Ascend (Bruker®) operando a 400 MHz. Foram utilizados os seguintes parâmetros 

experimentais: i) tempo de pré-saturação igual a 3 s, ii) janela espectral de 5,88 kHz, iii) número 

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. Após análise por RMN, o 

material biológico foi devolvido ao Hospital das Clínicas 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 correção automática da linha de base 

e ajuste manual de fase. Em seguida, o sinal correspondente ao grupo metil do lactato foi 

utilizado como referência, sendo alinhado em δ 1,33 ppm. Todos os espectros foram 

sobrepostos graficamente para verificação da qualidade dos ajustes realizados. A seguir, 

realizou-se cortes da região espectral de interesse, considerando a faixa entre δ 0 e 5,41 ppm, 

eliminando a região do sinal da água entre δ 4.67 ~ 4.82 ppm, a região δ 0.11 ~ 0.64 ppm, que 

não apresentou nenhum sinal, e a região entre δ 1.75 ~ 1.86, que apresentou picos anômalos 

presentes em um número reduzido de amostras e poderia prejudicar as análises. A região então 

definida, foi dividida em intervalos (bins) de 0,004 ppm para a construção da matriz de dados. 



 

50 

 

As linhas correspondentes a cada amostra foram então consolidadas em uma matriz única, 

contendo as amostras (casos) nas linhas e os bins nas colunas (variáveis), com a adição de uma 

coluna classificatória correspondente à categoria de cada amostra. O resultado foi uma matriz 

final composta por 12 amostras e 1151 variáveis, a qual foi posteriormente submetida às 

análises quimiométricas. 

4.7.5 Tratamento estatístico para análises multivariadas 

Os dados espectrais foram organizados em uma matriz, na qual cada linha correspondia a 

uma voluntária e as variáveis 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 variáveis.  

As análises estatísticas exploratórias foram realizadas utilizando o módulo Statistical 

Analysis da plataforma MetaboAnalyst 6.0. Inicialmente, foi aplicada a PCA, uma técnica não 

supervisionada, para investigar padrões gerais nos dados e explorar possíveis agrupamentos 

naturais entre as amostras. Além disso, foi utilizada a visualização por mapas de calor com 

agrupamento hierárquico, gerado a partir das 25 regiões com maior variação entre as amostras. 

O agrupamento hierárquico permitiu identificar grupos semelhantes com base nas 

características de abundância dos metabólitos, sem a necessidade de rótulos prévios. 

Embora métodos supervisionados possam contribuir para a identificação de padrões 

discriminativos, sua utilização neste estudo foi inviável devido ao número limitado de amostras 

(n = 12, sendo 6 por grupo). A decisão de não utilizar essas abordagens foi fundamentada em 

considerações metodológicas reconhecidas na literatura (FIGUEROA et al., 2019). Dados de 

alta dimensão com um número reduzido de amostras apresentam desafios para a generalização 

de modelos preditivos e podem levar a estimativas de desempenho enviesadas (VABALAS et 

al., 2019).  

Além disso, o poder do aprendizado de máquina em identificar padrões é diretamente 

proporcional ao tamanho do conjunto de dados, o que torna esses modelos menos robustos e 

confiáveis em cenários com amostras muito pequenas (KOKOL; KOKOL; ZAGORANSKI, 

2022). O risco de overfitting também é elevado em conjuntos de dados pequenos, 

comprometendo a capacidade de generalização do modelo para novas amostras (RATHER; 

KUMAR; GANDOMI, 2024). Dessa forma, a decisão de não utilizar modelos supervisionados 

foi pautada pela preocupação metodológica de evitar interpretações equivocadas baseadas em 

resultados instáveis e pouco robustos. 
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A identificação dos metabólitos de interesse foi realizada através dos bancos de dados 

eletrônicos HMDB (do inglês, Human Metabolome Database) (WISHART et al., 2022), 

BMRB (do inglês, Biological Magnetic Resonance Bank) (HOCH et al., 2022) e artigos 

publicados. 

4.7.6 Métodos Estatísticos para Controle de Variáveis de Confusão 

O cálculo do número adequado de participantes em estudos de aprendizado de máquina 

multivariado aplicados à metabolômica não segue um padrão, pois está 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 

covariância (indicando a força das relações latentes), a heterogeneidade da população 

amostrada, a precisão e repetibilidade dos instrumentos de medição, assim como a 

complexidade do modelo de aprendizado, são variáveis que devem ser cuidadosamente 

consideradas (BRITO; CURCIO; DA SILVA FIDALGO, 2022).  

Para garantir que as diferenças observadas nas mudanças metabólicas entre os grupos 

fossem atribuídas à presença de periodontite e não a outros fatores, foi realizada uma análise 

comparativa. A análise envolveu testes estatísticos para verificar se havia diferenças 

significativas entre os grupos em relação a potenciais fatores de confusão. As variáveis 

numéricas foram analisadas por meio do teste U de Mann-Whitney, considerando o tamanho 

reduzido das amostras, a independência das observações e a não normalidade dos dados 

(SULLIVAN; WEINBERG; KEANEY, 2016). O teste Exato de Fisher foi utilizado para as 

variáveis categóricas devido ao número reduzido de observações e à presença de frequências 

esperadas inferiores a cinco em algumas células das tabelas de contingência (SULLIVAN; 

WEINBERG; KEANEY, 2016). A partir disso, foi possível verificar se os grupos eram 

equivalentes, minimizando a possibilidade de que outras variáveis estivessem influenciando os 

resultados observados. 
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5 ASPECTOS ÉTICOS 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital das Clínicas da 

UFPE/EBSERH, sob o Número do Parecer: 6.806.140 (Anexo C). Antes do início da pesquisa, 

todas as participantes foram informadas sobre o contexto do estudo, riscos e benefícios 

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

 

6.1 PERFIL CLÍNICO E SOCIODEMOGRÁFICO 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 clínicos e sociodemográficos das 

voluntárias deste estudo. 

Tabela 1 – Dados clínicos e sociodemográficos das voluntárias 

 
Periodontite 

Positivo 

Periodontite 

Negativo 

Valor 

de p 

Nº de voluntárias 6 6 - 

Idade (média ± dp) 55,8 ± 8,4 49,8 ±6,2 0.23 

Renda (média ± dp) R$ 1.763,50 R$ 1.714,40 0.78 

Cor da pele 

Branca 1 3 

0.54 Parda 4 3 

Preta 1 0 

IMC (kg/m2) (média ± dp) 30,7 ± 5,3 26,9 ± 1,8 0.39 

Etilismo 
Sim 2 3 

1 
Não 4 3 

Diabetes 
Sim 4 3 

1 
Não 2 3 

Tabagismo 
Sim 2 3 

1 
Não 4 3 

Histórico familiar de 

Câncer de mama 

Sim 3 1 
0.54 

Não 3 5 

Mutação genética 
Sim 1 0 

1 
Não 1 2 

Idade da menarca (anos) (média ± dp) 12,7 ± 2,2 12,0 ± 1,2 0.86 

Idade ao ter 1º filho (anos) (média ± dp) 25,4 ± 5,9 22,5 ± 2,1 0.61 

Idade da menopausa (anos) (média ± dp) 48,0 ± 5,8 48,7 ± 7,0 1 

Uso de anticoncepcional (anos) (média ± dp) 2,0 ± 3,9 8,4 ± 12,4 0.1 

Os dados referentes a presença de mutações genéticas não estavam disponíveis nos prontuários de oito 

participantes, resultando em uma análise com n = 4 para essa variável. 

Fonte: Autoria própria. 

Os resultados dos testes de Mann-Whitney e exato de Fisher indicam que não há diferenças 

significativas entre os grupos em relação às variáveis analisadas. Todos os valores foram 

superiores a 0,05, indicando ausência de diferenças significativas entre os grupos (JAFARI; 

ANSARI-POUR, 2019). Isso sugere que as distribuições dessas variáveis são semelhantes entre 

os grupos, o que é necessário para garantir que as diferenças observadas nas mudanças 

metabólicas sejam atribuídas à presença de periodontite, e não a outros fatores de confusão. 
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Além disso, o diagnóstico do câncer de mama foi criteriosamente avaliado em ambos os 

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

observadas diferenças estatisticamente significativas quanto ao tipo histológico, grau tumoral 

ou subtipo molecular da doença.  

Tabela 2 – Diagnóstico do câncer de mama 

Variável / Grupo 
Periodontite 

Positivo 

Periodontite 

Negativo 
Valor de p 

Tipo Histológico do Câncer 

CDI 

   

6 6 1 

Grau do Câncer 

1 

2 

3 

   

1 0 

1 1  2 

3 3 

Tipo Molecular do câncer 

Luminal A 

Luminal B 

Triplo Negativo 

   

3 0 

0.22 2 3 

1 3 

Estágio do Câncer 

Estágio I 

Estágio IIA 

Estágio IIB 

Estágio IIIA 

Estágio IV 

   

1 0 

0.69 

1 0 

3 3 

1 1 

0 2 
Os dados referentes ao grau de do câncer de mama não estavam disponíveis nos prontuários de duas 

participantes, resultando em uma análise com n = 10 para essa variável. 

Fonte: Autoria própria. 

Após o exame clínico periodontal, observou-se que seis participantes apresentaram a 

coexistência do câncer de mama e da periodontite, enquanto as outras seis apresentaram o 

câncer de mama isoladamente (Tabela 3). Em relação ao número 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 diferença entre esses grupos não foi estatisticamente 

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

Tabela 3 – Detalhamento do Diagnóstico da periodontite 

Estágio da periodontite Extensão da periodontite Grau da periodontite 

I III IV Generalizada Localizada A B C 

1 2 3 3 3 1 1 4 

Fonte: Autoria própria. 
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6.2 Análise Quimiométrica 

 

O principal objetivo do estudo realizado foi discriminar amostras de pacientes acometidas 

por periodontite e câncer de mama daquelas acometidas por câncer de mama sem periodontite, 

através de uma abordagem metabonômica. Para isso, as amostras de soro foram submetidas à 

análise por espectroscopia de RMN de 1H, permitindo a avaliação do perfil de metabólitos das 

participantes (Figura 13).  

Figura 13 – Espectros típicos de RMN de ¹H (400 MHz, D2O) de amostras de soro obtidas de 

indivíduos com periodontite (superior) e sem periodontite (inferior) 

 

Fonte: Autoria própria.  
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A inspeção individual dos espectros de RMN de 1H das amostras não evidenciou diferenças 

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

tornou-se essencial para identificar padrões latentes.  

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

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

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

classes de interesse. 

Figura 14 – Gráficos de escores da PCA usando dados de RMN de 1H do soro. Em vermelho, 

estão representadas as voluntárias com periodontite, enquanto as sem periodontite estão representadas 

por triângulos verdes. 

 
Fonte: Metaboanalyst 6.0 

A Figura 15 mostra o gráfico de escore usando as duas primeiras componentes principais, 

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

amostras. 
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Figura 15 – Gráfico de escores da PCA – PC1 versus PC2 

 
Fonte: Metaboanalyst 6.0 

Dessa forma, embora a PCA não tenha promovido uma separação nítida entre os grupos 

analisados, a distribuição das amostras ao longo da PC2 revelou um padrão 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 configuração sugere a presença de 

perfis metabólicos divergentes dentro do conjunto analisado, possivelmente refletindo 

diferenças biológicas não capturadas pela classificação clínica estudada. Outrossim, com base 

nas variáveis analisadas (4.7 – Procedimento para a coleta de dados), não foi possível identificar 

um fator comum que justificasse a formação desses subgrupos. 

É conveniente destacar que todas as participantes, com exceção de uma, haviam iniciado 

algum tipo de tratamento oncológico, o que pode estar intimamente associado às modificações 

metabólicas observadas, uma vez que estudos prévios identificaram alterações no perfil 

metabólico de pacientes submetidas à quimioterapia (CARDOSO et al., 2022; DEBIK et al., 

2019; DÍAZ 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 três pacientes diagnosticadas com periodontite 

e câncer de mama. Por outro lado, o segundo grupo apresentou valores negativos na PC2 e 

positivos na PC1, sendo formado por duas pacientes com diagnóstico isolado de câncer de 

mama. Essa divisão sugere que, embora todas as pacientes compartilhem valores negativos na 

PC2, as variações no comportamento da PC1 podem refletir diferenças entre as condições 

clínicas.  
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A visualização do biplot, gerado a partir da PCA, permite observar tanto a distribuição das 

amostras quanto à contribuição das variáveis espectrais (deslocamentos químicos) para a 

separação observada (Figura 16). As variáveis são representadas por vetores e indicam os 

deslocamentos químicos que mais contribuíram para a variância capturada pelas componentes 

principais. 

Figura 16 – Gráficos de escores e de pesos (loadings) - Biplot da PCA 

 
Fonte: Metaboanalyst 6.0 

A análise do gráfico biplot revelou que seis metabólitos foram responsáveis pela 

discriminação entre os grupos de pacientes com e sem periodontite, no subgrupo com escores 

negativos em PC2. A partir dos deslocamentos químicos observados, foi possível identificar 

esses metabólitos com o auxílio do HMDB. Nas pacientes sem periodontite, houve um aumento 

nos níveis séricos de Isobutirato (δ 1,04 ppm), Celobiose (δ 3,49 ppm) e 3,4-dihidroxi-L-

fenilalanina (δ 3,91 ppm). Em contrapartida, nas pacientes com periodontite, os metabólitos L-

arginina (δ 3,24 ppm), Desoxiguanosina (δ 3,79 ppm) e Lactato (δ 4,11 ppm) apresentaram 

concentrações elevadas. 

No presente estudo, o isobutirato, um ácido graxo de cadeia curta, apresentou níveis séricos 

elevados em duas pacientes sem diagnóstico de periodontite. Evidências recentes sugerem que 

esse metabólito pode exercer efeitos diretos sobre células tumorais, modulando processos 

relacionados à progressão neoplásica (LI et al., 2025). No contexto do câncer colorretal, Chen 

et al. (2023) demonstraram que o isobutirato promove metástase por meio da ativação da 

proteína RACK1, o que desencadeia uma cascata de sinalização intracelular que culmina na 
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superexpressão de genes associados à migração e invasão, como MMP2, MMP9 e ICAM1. 

Embora tais efeitos ainda não tenham sido diretamente investigados no câncer de mama, esses 

achados levantam a hipótese de que o isobutirato possa desempenhar papel semelhante em 

outras neoplasias, incluindo as mamárias. A elevação desse metabólito nas duas pacientes deste 

estudo com câncer de mama em estágios mais avançados (IIIA e IV), ambas classificadas como 

subtipo triplo negativo, reforça a necessidade de estudos futuros que explorem o potencial 

envolvimento do isobutirato na progressão e no prognóstico do câncer de mama. 

Além do isobutirato, níveis elevados de celobiose também foram identificados nas 

pacientes previamente mencionadas. A celobiose é um dissacarídeo formado por duas unidades 

de glicose ligadas por uma ligação β-1,4-glicosídica, geralmente resultante da degradação da 

celulose pela microbiota intestinal (JAGDALE; KAREKAR, 2020). Embora não existam 

evidências que associem a celobiose ao câncer de mama, sua elevação pode refletir alterações 

no metabolismo glicídico microbiano, particularmente em processos fermentativos mediados 

por bactérias do intestino grosso (HASAN; DHUNGEL; GOVIND, 2021).  

De maneira semelhante, níveis elevados de 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) foram 

detectados no soro das pacientes com câncer de mama que apresentaram os maiores escores na 

PC1. A L-DOPA é um aminoácido que atua como precursor da dopamina, neurotransmissor 

fundamental para diversas funções neurológicas (GANDHI; SAADABADI, 2025). Embora 

tradicionalmente associada a distúrbios neurológicos, como doença de Parkinson (ESKOW 

JAUNARAJS et al., 2011), depressão (BEKHBAT et al., 2022) e esquizofrenia (HOWES; 

BUKALA; BECK, 2024), alterações nos níveis de L-DOPA também podem ter implicações no 

contexto oncológico. Sua conversão em dopamina depende da atividade da enzima L-DOPA 

descarboxilase (DDC), cuja expressão elevada tem sido relacionada a melhores desfechos 

clínicos em pacientes com câncer de mama (TREMMEL et al., 2020). Dessa forma, a elevação 

sistêmica de L-DOPA observada neste estudo pode refletir uma atividade enzimática diminuída, 

sugerindo uma conversão reduzida em dopamina. Esse perfil metabólico, por sua vez, pode 

estar associado a um comportamento tumoral mais agressivo, como o verificado nessas 

pacientes. 

Contrariamente aos metabólitos previamente discutidos, a L-arginina esteve aumentada em 

três pacientes que apresentaram o diagnóstico de câncer de mama e periodontite 

concomitantemente. A L-arginina é um aminoácido semiessencial sintetizado 

predominantemente pelo ciclo da ureia, com papel fundamental na biossíntese de proteínas, 

poliaminas, prolina, creatina e óxido nítrico (WU et al., 2016). Estudos recentes demonstram 

mecanismos que podem explicar essa alteração metabólica encontrada. Chen et al. (2023) 
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evidenciaram que a P. gingivalis expressa gingipaínas específicas de arginina (RgpA e RgpB). 

Essas proteases clivam proteínas da matriz extracelular liberando fragmentos ricos em resíduos 

de arginina, o que pode contribuir para o acúmulo local e sistêmico deste aminoácido (CHEN 

et al., 2023). Em contraste, Wu et al. (2016) observaram que a suplementação com L-arginina 

em células epiteliais mamárias bovinas estimuladas por LPS promoveu uma redução 

significativa na expressão de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF-α, indicando 

um possível efeito imunomodulador. Dessa forma, a L-arginina parece desempenhar um papel 

diversificado no contexto inflamatório, agindo simultaneamente como substrato para vias pró-

inflamatórias e como modulador imunoregulador.  

Além dessa alteração, os níveis séricos de 2′-desoxiguanosina, um nucleosídeo associado 

ao estresse oxidativo, também estavam elevados nesse grupo (TORAMAN et al., 2020). A 2′-

desoxiguanosina está envolvida nas respostas celulares ao estresse oxidativo, especialmente em 

contextos inflamatórios (KONOPKA et al., 2007). Ambientes ricos em ROS, como os 

observados na periodontite e no câncer de mama, favorecem a oxidação de nucleosídeos, 

particularmente da desoxiguanosina, devido ao seu baixo potencial de ionização. Esse processo 

resulta na formação de derivados oxidativos, como a 8-oxo-2′-desoxiguanosina (8-oxodG), 

reconhecida como um marcador sensível de dano oxidativo ao DNA (AMENTE et al., 2019; 

GORINI et al., 2021; KARWOWSKI, 2024). A presença de 8-oxodG em fluidos biológicos, 

como saliva, tem sido correlacionada à gravidade da periodontite e a outras condições 

inflamatórias intensas (KONOPKA et al., 2007; TORAMAN et al., 2020). O aumento da 2′-

desoxiguanosina pode refletir um estado elevado de dano oxidativo, associado à ativação das 

vias de reparo do DNA, funcionando como um indicador indireto de estresse genômico em 

processos inflamatórios crônicos (GORINI et al., 2021). O reparo do DNA oxidado ocorre 

principalmente pela via da excisão de base (BER - Base Excision Repair), na qual nucleosídeos 

oxidados, como a 8-oxodG, são substituídos por nucleosídeos não modificados, como a 2′-

desoxiguanosina, o que pode resultar no aumento da concentração de nucleosídeos livres no 

meio extracelular (GORINI et al., 2021). 

Ainda assim, a elevação dos níveis séricos de lactato observada nessas pacientes pode 

refletir uma interação metabólica relevante entre processos inflamatórios crônicos e progressão 

tumoral. Na periodontite, a presença de um microambiente inflamatório e hipóxico favorece a 

intensificação da glicólise anaeróbica e, consequentemente, a produção de lactato por células 

inflamatórias e bactérias periodontopatogênicas (ISHIKAWA et al., 2021; LUO et al., 2022). 

Estudos demonstram que as concentrações de lactato no fluido gengival crevicular de 

indivíduos com periodontite severa podem atingir níveis significativamente elevados em 
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comparação a indivíduos saudáveis, chegando a até 20 mM (QIQIANG; HUANXIN; XUEJUN, 

2012). Este acúmulo de lactato local está associado à indução de mediadores inflamatórios 

como IL-6 e IL-8, moléculas de adesão celular (ICAM-1) e fatores de reabsorção óssea como 

RANKL, além de inibir a regeneração do periodonto por bloquear a diferenciação osteogênica 

de células-tronco periodontais (ISHIKAWA et al., 2021; LUO et al., 2022). 

No câncer de mama, o lactato desempenha um papel bem estabelecido na progressão 

tumoral. Ele promove acidificação tecidual, angiogênese, evasão imunológica, metástase e 

resistência a tratamentos, sendo considerado um marcador de agressividade em diversos 

subtipos tumorais (CHEUNG et al., 2020; LIBERTI; LOCASALE, 2016; PÉREZ-TOMÁS; 

PÉREZ-GUILLÉN, 2020). Assim, os dados deste estudo indicam que a periodontite pode 

contribuir para um aumento sistêmico de lactato que, por sua vez, favorece um microambiente 

tumoral mais permissivo à progressão do câncer de mama. 

Apesar dos achados apresentados aqui estarem em consonância com dados previamente 

descritos na literatura, a PCA não apresentou capacidade discriminatória satisfatória para 

distinguir os grupos avaliados. Diante disso, optou-se por complementar a investigação 

utilizando uma abordagem exploratória adicional. A Figura 17 apresenta o resultado do heatmap 

com análise hierárquica de clusters. De modo geral, as pacientes com periodontite apresentaram 

níveis aumentados dos metabólitos diferenciais. 

Figura 17 – Heatmap com os dados espectrais deste estudo 

 
Fonte: Metaboanalyst 6.0 
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A combinação entre o agrupamento hierárquico e o heatmap evidenciou dois clusters 

principais, contendo sete amostras e cinco amostras, respectivamente. A classificação clínica 

prévia contou com seis amostras em cada grupo, o que diverge da classificação observada no 

heatmap. Nesse método, foi possível observar que a amostra 6, pertencente a uma paciente do 

grupo com periodontite, foi agrupada junto as voluntárias do grupo sem periodontite. Essa 

divergência sugere que o perfil metabólico desta paciente apresenta alta similaridade com os 

perfis característicos dos indivíduos controle. 

Tal achado pode refletir um fenômeno 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 metabólico, compartilham características 

metabonômicas semelhantes, o que pode ter influenciado seu agrupamento na análise 

hierárquica. A paciente 6, ainda que pertencente ao grupo caso, pode apresentar um padrão 

menos inflamatório, possivelmente indicando uma fase controlada da doença (SOCRANSKY 

et al., 1984). Por outro lado, a paciente 3, embora não apresentasse sinais clínicos de 

periodontite, possui histórico de fissura labiopalatina, uma condição capaz de alterar 

significativamente o microambiente oral e favorecer o desenvolvimento de disbiose 

(ARBOLEDA et al., 2023; GHELLER et al., 2021). Apesar de ter sido submetida à cirurgia 

corretiva durante a primeira infância, a condição continua a impactar o microbioma oral 

(JIANG et al., 2024), não sendo descartada a possibilidade de efeitos permanentes no 

metaboloma. 

No presente caso, a ausência de sinais clínicos de periodontite na paciente controle 

(amostra 3) pode ser explicada pelo entendimento atual de que a periodontite não resulta 

exclusivamente da presença de um biofilme disbiótico, mas também da interação complexa e 

contínua entre esse biofilme e fatores de susceptibilidade do hospedeiro (FENG et al., 2022; 

HAJISHENGALLIS, 2015; PAPAPANOU et al., 2018). Assim, ainda que exista uma possível 

predisposição funcional refletida no metaboloma, a ausência de um contexto imuno-

inflamatório permissivo pode explicar a não ocorrência de destruição periodontal na paciente 

controle (BARTOLD; VAN DYKE, 2019; KORNMAN, 2008). 

Diante disso, a convergência metabólica entre as duas participantes sugere que, embora 

clinicamente distintas, ambas compartilham aspectos que as colocam em uma posição 

intermediária entre os dois extremos definidos pela classificação original. Apesar de análises 

subsequentes terem sido realizadas com o intuito de elucidar os fatores responsáveis por essa 

discrepância (incluindo revisão da história clínica, dados demográficos e hábitos de vida), 

nenhuma justificativa plausível foi identificada. Esse achado destaca a complexidade do 
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fenótipo metabólico na população e reforça a importância de abordagens integrativas e 

multivariadas para a interpretação de dados ômicos (HOLMES; WILSON; NICHOLSON, 

2008; SUBRAMANIAN et al., 2020). 

6.3 Identificação e Caracterização dos Metabólitos Diferenciais 

As frequências espectrais obtidas das amostras de soro das pacientes com câncer de mama 

isolado e câncer de mama associado a periodontite foram comparadas com frequências 

conhecidas (HMDB) para identificar as variáveis (deslocamento químico) relevantes para a 

separação dos grupos. Com base nessa análise, seis metabólitos foram identificados, conforme 

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

Tabela 4 – Identificação dos principais metabólitos discriminantes entre os grupos estudados. Todos os 

metabólitos listados apresentaram níveis elevados nas pacientes com periodontite. 

Metabólito δ (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 própria. 

De forma geral, as alterações observadas nos perfis metabólicos do soro das pacientes com 

periodontite associada ao câncer de mama refletem a modulação de múltiplas vias biológicas, 

com destaque para o metabolismo dos aminoácidos de cadeia ramificada (BCAAs, do inglês 

branched-chain amino acids), metabolismo do colágeno e estresse oxidativo. No presente 

estudo, as pacientes com periodontite associada ao câncer de mama apresentaram um aumento 

da concentração de BCAAs, quando comparadas àquelas com câncer de mama de forma 

isolada. Os BCAAs (leucina, isoleucina e valina) são aminoácidos essenciais reconhecidos por 

seu papel na síntese proteica e no metabolismo celular (HYVÄRINEN; KASHYAP; KULLAA, 

2023). Biossintetizados exclusivamente por plantas, fungos e bactérias, esses compostos 

desempenham funções metabólicas importantes tanto em condições fisiológicas quanto 

patológicas (FRANCO; BLANCHARD, 2017; TIAN et al., 2020). 

No contexto da periodontite, a presença do patógeno P. gingivalis está associada à 

biossíntese endógena de BCAAs por meio da atividade da enzima BCAT (do inglês, branched-

chain amino acid aminotransferase), elevando sua disponibilidade e intensificando a expressão 
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das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 em células-tronco do ligamento periodontal (NING et 

al., 2025). Essas enzimas são mediadoras-chave na remodelação tecidual e destruição óssea, 

amplificando a patogênese da periodontite por meio da regulação positiva das 

metaloproteinases da matriz (MMPs) e dos ligantes ativadores do receptor do fator nuclear κB 

(NF-κB), (NING et al., 2025; TIAN et al., 2020). Além disso, níveis 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 metabólicas sistêmicas, incluindo resistência à insulina, 

diabetes mellitus tipo 2, doenças cardiovasculares e diferentes tipos de cânceres (LYNCH; 

ADAMS, 2014; NIE et al., 2018). As evidências apontam que os níveis de BCAAs estão 

elevados em tecidos de câncer de mama (NIE et al., 2018; WANG et al., 2025; ZHANG; HAN, 

2017). Esse acúmulo está associado, em parte, à superexpressão do transportador LAT1 (do 

ingês, L-type Amino Acid Transporter 1), localizado na membrana plasmática das células 

tumorais, que atua como um facilitador da entrada de BCAAs no citoplasma (WANG et al., 

2025). 

Além disso, a expressão aumentada da enzima BCAT1 (do inglês, branched-chain amino 

acid transaminase 1), localizada no citosol das células tumorais, tem sido associada à ativação 

do catabolismo de BCAAs no câncer de mama (NIE et al., 2018; ZHANG; HAN, 2017). Essas 

alterações no metabolismo dos BCAAs promovem a geração de glutamina e de intermediários 

biossintéticos, que atendem às demandas energéticas e anabólicas das células tumorais em 

crescimento (XU et al., 2023). Tal reprogramação está intimamente associada a mutações 

oncogênicas, favorecendo o uso dos BCAAs como substratos para a proliferação celular, 

mesmo sob condições adversas de disponibilidade de nutrientes e oxigênio (NIE et al., 2018). 

Ademais, o acúmulo de BCAAs no sangue periférico de pacientes com câncer de mama pode 

estar relacionado a um desequilíbrio enzimático, em que a redução na expressão ou atividade 

de enzimas envolvidas nas etapas posteriores do catabolismo contribui para a degradação 

incompleta desses aminoácidos (WANG et al., 2025). No presente estudo, resultados 

evidenciam que esse acúmulo é mais acentuado em pacientes com a presença concomitante de 

periodontite e câncer de mama, o que pode sugerir uma possível influência da inflamação 

periodontal sobre o metabolismo sistêmico dos BCAAs.  

Além das alterações sistêmicas observadas nos aminoácidos de cadeia ramificada, a lisina 

também se destacou como um metabólito discriminante, uma vez que sua concentração sérica 

apresentou elevação significativa nas pacientes com periodontite, conforme evidenciado pelo 



 

65 

 

heatmap. A lisina é um aminoácido essencial fundamental para a manutenção e renovação 

contínua 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 convertê-la em cadaverina e dióxido 

de carbono, promovendo apoptose autofágica das células do epitélio aderido e aumentando a 

permeabilidade aos produtos bacterianos (DALANGIN; KIM; CAMPBELL, 2020; LEVINE; 

LOHINAI, 2021; WARREN et al., 2024). 

Esse processo leva a uma depleção significativa da lisina no biofilme subgengival, 

sobretudo quando há alta atividade de LdcE. Quando a concentração local de lisina cai abaixo 

de 0,11 µmol/g de biofilme, o equivalente à concentração mínima de lisina no plasma humano 

saudável, ocorre comprometimento da adesão epitelial, diminuição da renovação celular e 

ativação da resposta inflamatória local (LEVINE; LOHINAI, 2021). Esse mecanismo contribui 

diretamente para a progressão da destruição tecidual observada na periodontite. 

De maneira correlata, há evidências de que, em contextos de lesão ou inflamação aguda, o 

organismo pode responder com a liberação de lisina para a circulação sistêmica, elevando seus 

níveis no sangue periférico. Esse fenômeno já foi observado em situações de dano muscular e 

dietas restritivas, nas quais a proteólise local libera lisina como parte de uma resposta adaptativa 

precoce (ALIBRAHEM et al., 2025). Tal redistribuição também pode favorecer mecanismos 

de proteção tecidual e controle da dor aguda (BARKER, 2014). Assim, é plausível que, diante 

da perda local de lisina nos tecidos periodontais, o organismo ative mecanismos compensatórios 

sistêmicos, como o aumento da lisina circulante, com o objetivo de preservar a integridade 

epitelial e modular a inflamação. 

Além dos aminoácidos essenciais, a análise metabonômica também evidenciou 

concentrações aumentadas de aminoácidos não essenciais, como a tirosina e a 4-hidroxiprolina, 

no soro de pacientes com associação de câncer de mama e periodontite. A tirosina desempenha 

funções biológicas vitais, incluindo a síntese de neurotransmissores como dopamina, 

norepinefrina e epinefrina, além de hormônios 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 níveis 

elevados de tirosina na saliva de pacientes com periodontite, destacando seu papel no processo 

de destruição tecidual. Romano et al. (2019), em particular, ressaltam o potencial da tirosina 

como biomarcador para o monitoramento da progressão da doença. A inflamação crônica 

promove o aumento dos níveis de tirosina, possivelmente devido à ativação imunológica e suas 
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repercussões no metabolismo de aminoácidos (CAPURON et al., 2011; MURR et al., 2014). 

No presente estudo, foi possível observar um aumento nos níveis de tirosina no soro de 

pacientes com periodontite e câncer de mama de forma simultânea, indicando uma provável 

amplificação das alterações metabólicas na presença dessas condições. 

De forma semelhante, a análise também revelou um aumento significativo de 4-

hidroxiprolina no soro das pacientes com periodontite. A 4-hidroxiprolina é um aminoácido 

derivado da hidroxilação pós-traducional da prolina, catalisada pela enzima prolil-4-hidroxilase 

durante a biossíntese do colágeno (LIOI et al., 2024; SONG et al., 2023). Essa modificação 

confere estabilidade térmica à estrutura helicoidal tripla do colágeno, importante para a 

manutenção de sua integridade em condições fisiológicas (SONG et al., 2023). Presente em 

praticamente todos os tipos de colágeno, a 4-hidroxiprolina está diretamente relacionada à 

resistência mecânica da matriz extracelular (MEC) e à sustentação da arquitetura tecidual 

(GARDEAZABAL; IZETA, 2024). No contexto da fisiopatologia, tanto na periodontite quanto 

no câncer de mama, há uma intensa remodelação da MEC, com aumento da degradação do 

colágeno, o que leva ao acúmulo de 4-hidroxiprolina nos fluidos corporais (DENG; WONG; 

PENG, 2024; PHANG et al., 2015).  

Na periodontite, o processo inflamatório induz a expressão de metaloproteinases (MMPs), 

que degradam o colágeno e promovem a liberação de 4-hidroxiprolina na circulação 

(GARDEAZABAL; IZETA, 2024; DENG; WONG; PENG, 2024). Esse mecanismo também 

está relacionado ao aumento da concentração de prolina e de outros aminoácidos derivados do 

colágeno na saliva de pacientes com doença periodontal (BALCI et al., 2021). De maneira 

semelhante, no câncer de mama, observa-se uma deposição exacerbada de colágeno, 

especialmente sob hipóxia tumoral, com ativação de prolil-4-hidroxilases e aumento 

subsequente na disponibilidade de 4-hidroxiprolina (SONG et al., 2023; NECULA et al., 2022). 

A degradação do colágeno no microambiente tumoral também participa da modulação de vias 

de sinalização envolvidas na migração e invasão celular (PHANG et al., 2015). Em consonância 

com esses achados, os dados obtidos na presente pesquisa revelaram níveis elevados de 4-

hidroxiprolina no soro de pacientes com periodontite associada ao câncer de mama. 

No heatmap, a 2′-desoxiguanosina voltou a se destacar como metabólito significativamente 

aumentado entre as pacientes com periodontite, corroborando os achados observados na PCA. 

Essa associação com a periodontite já havia sido discutida anteriormente neste trabalho, 

reforçando a relevância desse metabólito nos processos inflamatórios e de estresse oxidativo 

envolvidos na doença (AMENTE et al., 2019; GORINI et al., 2021; KARWOWSKI, 2024; 

KONOPKA et al., 2007). 
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  Os resultados deste estudo reforçam a aplicabilidade da espectroscopia de RMN de 1H de 

alta resolução na análise metabólica de biofluidos, evidenciando seu valor como ferramenta 

robusta em investigações metabonômicas. Além disso, os achados contribuem ao evidenciar 

alterações no perfil metabólico de pacientes com periodontite associada ao câncer de mama, 

uma relação ainda não explorada pela literatura.  
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo teve como objetivo geral discriminar amostras de pacientes 

acometidas por câncer de mama com e sem periodontite, por meio de uma abordagem 

metabonômica baseada em espectroscopia de RMN. A investigação revelou diferenças 

marcantes nos perfis metabólicos entre os grupos analisados, sugerindo que a presença 

concomitante da periodontite pode influenciar o metabolismo sistêmico de pacientes com 

câncer de mama. Esses achados reforçam a hipótese de que processos inflamatórios crônicos 

orais, como a periodontite, estão associados a alterações no perfil de metabólitos endógenos, 

aspecto que merece ser mais profundamente explorado em estudos futuros com maior poder 

amostral. 

No que se refere à caracterização da amostra, observou-se que, entre as 12 pacientes 

incluídas na pesquisa, metade apresentava sinais clínicos compatíveis com periodontite, 

indicando uma elevada prevalência da doença nesse grupo específico de mulheres com câncer 

de mama. Essa constatação reforça a necessidade de considerar condições periodontais em 

contextos oncológicos, especialmente diante da possibilidade de interações sistêmicas. 

Adicionalmente, embora a análise descritiva tenha evidenciado padrões distintos nos 

parâmetros periodontais em relação às características tumorais, o tamanho reduzido da amostra 

limitou a possibilidade de se estabelecer correlações estatisticamente significativas. 

Por fim, a análise metabonômica realizada por meio da PCA permitiu identificar 

metabólitos com potencial discriminatório entre os grupos, desde que considerados em 

conjunto. Em outras palavras: nenhum desses metabólitos isoladamente é capaz discriminar os 

grupos, mas podem discriminar se associados. Pacientes sem periodontite apresentaram maior 

concentração de isobutirato, celobiose e 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina, enquanto aquelas com 

periodontite exibiram elevação de L-arginina, 2′-desoxiguanosina e lactato. Já a análise por 

heatmap indicou o aumento de metabólitos como 4-hidroxiprolina, L-isoleucina, L-lisina, L-

tirosina e L-valina nas pacientes com periodontite, o que sugere a existência de uma assinatura 

metabólica específica associada à condição periodontal em mulheres com câncer de mama. 

Dessa forma, os resultados apresentados oferecem evidências preliminares sobre a 

influência da periodontite no perfil metabólico de pacientes com câncer de mama, apontando 

para uma possível interação biológica entre essas duas condições crônicas. A principal 

contribuição teórica deste estudo reside na introdução de uma perspectiva metabonômica 

inédita sobre a interface entre inflamação periodontal e câncer, ampliando a compreensão das 

vias metabólicas envolvidas e estabelecendo fundamentos para investigações futuras.  
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8 LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

As principais limitações do estudo incluem o número reduzido de amostras, o que pode 

comprometer a generalização dos resultados. Além disso, a impossibilidade de aplicar um 

método supervisionado de análise de dados pode ter dificultado a identificação de padrões mais 

refinados entre os grupos. Outra limitação foi a inclusão de pacientes que estavam em 

tratamento oncológico, o que pode ter influenciado o perfil metabonômico observado.  

Para futuros estudos, recomenda-se ampliar o número de amostras e incluir na pesquisa 

apenas pacientes que não estejam em tratamento oncológico, a fim de verificar a consistência 

dos resultados observados. Além disso, seria importante aplicar esses achados em coortes 

prospectivas, para avaliar a evolução das alterações metabólicas ao longo do tempo e em 

diferentes estágios das condições. Este estudo serve como um piloto que oferece resultados 

promissores, mas que necessita de um conjunto amostral mais robusto para validar e expandir 

suas conclusões. 
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