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ANIMAL POR ESPECTROSCOPIA FT-RAMAN E IMUNOHISTOQUIM ICA
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Resumo - A tecnologia Raman vem sendo estudada desde a década de 90 com o objetivo de
desenvolver um método de diagndstico rapido confiavel e ndo invasivo. Tendo em vista o indice de
incidéncia do cancer de mama no mundo, a agressividade de alguns subtipos destas neoplasias e as
técnicas de diagnodstico, surge o interesse de contribuir para o banco de dados de tal tecnologia.
Atualmente, em pesquisas laboratoriais, a Espectroscopia Raman fornece um gréfico espectral do
deslocamento do comprimento de onda incidente pelas moléculas constituintes da amostra, ou seja, uma
espécie de impressao digital do tecido em estudo, possibilitando o diagnéstico. O objetivo do trabalho é
analisar os espectros dos adenocarcinomas identificados histologicamente na tentativa de classificar as
diferencas bioquimicas constituintes dos subtipos encontrados, e com o auxilio da técnica de
imunohistoquimica classificar o grau de malignidade do tumor. O adenocarcinoma mamario foi induzido
em ratos fémea de acordo com BARROS et al. (2004). Os espectros Raman foram obtidos e analisados
de acordo com PENTENADO et al. (2008). A analise dos espectros foi realizada pela PCA e CLA.

Palavras-chave: Analise Espectral Raman, Técnicas e Procedimentos de Laboratério, Anélise Estatistica.
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Introducéo

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer
mais comum entre toda a populacdo mundial, com
um indice de sobrevida média de 61 % apds cinco
anos. No Brasil ha um risco estimado de 53 casos
a cada 100 mil mulheres (Instituto Nacional do
Cancer, 2006). Atualmente para a confirmacéo
diagnostica utilizam-se métodos baseados em
padrdes morfoldgicos.

Na busca de novos métodos de diagndstico
Keller et. al. (2006) mostraram que a
Espectroscopia Raman ¢é uma ferramenta
promissora para diagnéstico nao invasivo por meio
da aplicagdo da técnica no diagndstico de quatro
tipos de tecido: pele, mama, trato gastrointestinal e
cérvix. Haka et. al. (2005) empregaram a
espectroscopia Raman para diagnosticar lesdes
benignas e malignas de mama humana baseados
na composicdo quimica, e o0s resultados
demonstraram que a espectroscopia Raman tem o
potencial para a aplicagéo in vivo.

Atualmente, na literatura, existem varios
trabalhos que utilizam a espectroscopia Optica na
analise in vitro de varios tipos de tecidos malignos
e benignos. Entretanto experimentos Raman in
vivo sdo mais escassos devido as grandes

dificuldades que a técnica impOe. Assim
experimentos que utilizam modelos experimentais
de inducéo de carcinogenese, sdo particularmente
importantes para o estudo da aplicabilidade da
espectroscopia 6ptica no diagnostico de cancer. O
modelo animal, parece ser uma forma
cientificamente aceitdvel de se encarar o0s
primeiros desafios a serem superados, visto que
as glandulas mamarias dos ratos mimetizam as
doencas mamarias humanas (RUSSO, 1996,
COSTA, 2002).

Tendo em vista que os estudos de céncer de
mama por Espectroscopia Raman em modelo
animal sejam extremamente amplo, este estudo
teve por objetivo avaliar e discriminar os subtipos
histolégicos do adenocarcinoma mamario em
modelo animal por meio da espectroscopia FT-
Raman associada a imunohistoquimica.

Metodologia

Vinte ratos fémeas Sprague-Dawley foram
utilizados neste estudo, sendo 5 ratos do grupo
controle e 15 ratos do grupo experimento. No
segundo grupo os tumores mamarios foram
induzidos por dose Unica de 50 mg de DMBA
(7,12-Dimethylbenz(A)Anthracene) como descrito
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por BARROS et al. em 2004. Aproximadamente 10
semanas ap6s a gavagem, foram encontradas
lesbes mamaérias Unicas ou mdultiplas nas ratas
submetidas a gavagem com DMBA e as medidas
Raman foram iniciadas.

Primeiramente foram adquiridos espectros
Raman in vivo (MARTINS, 2007). Em seguida os
animais foram sacrificados e as glandulas
mamarias, sadias e com tumores foram
removidas, identificadas e guardadas em tubos
criogénicos Nalgene Systems®, e armazenadas
em Nitrogénio liquido (-196°C) para analise ex vivo
pela técnica de espectroscopia FT-Raman. Todos
0S espectros Raman neste experimento foram
obtidos or meio do software OPUS
(Copyright”Bruker Optik GmbH 1997-2002) e
também armazenados e convertidos para o
formato ASCII para que os dados se tornassem
compatlve|s com os softwares Orlgln 7.0 SRO e
Minitab®15.1.0.0. | para realizacdo do pré-
processamento e analises matematicas dos
espectros (BITAR et al., 2006).

Todo fragmento utilizado para as medidas FT-
Raman foram preparados para analise
histopatolégica por coloragdo HE. As amostras
foram classificadas de acordo com a graduacao
Scarff-Bloom-Richardson (SBR) (COSTA et al,
2002). A andlise imunohistoquimica foi realizada
para caracterizagdo da metaloproteinase MMP19
(Metalotioneina) segundo metodologia descrita por
VENEZIANO et al. (2008).

Para o pré-processamento, todos 0s espectros
foram submetidos a correcdo de linha de base e
normalizacdo vetorial (ANDRADE et al. 2007)
Andlise dos Componentes Principais (PCA) e a
Andlise de Cluster (CLA) foram aplicadas como
algoritmo de classificacdo dos espectros Raman
na regido de deslocamento de 500 a 1800 cm™.
(MARTINHO et al., in press).

Resultados e Discussao

Os estudos de espectroscopia vibracional dos
tumores mamarios de modelo animal atualmente
baseiam seus resultados e desenvolvem sua
metodologia de classificacdo dos espectros
baseados no esquema modificado de Scarff-
Bloom-Richardson. Como o intuito deste estudo foi
desenvolver conhecimento para futura utilizacédo
da Espectroscopia Raman in vivo em humanos,
optou-se por basear a classificacdo dos tumores
de modelo animal apresentados no estudo de
COSTA e colaboradores (2002). Por essa razao,
apo6s a indugao por DMBA optou-se em comparar
as lesdes humanas e dos ratos simultaneamente,
estabelecendo as similaridades e as diferencas
entre estes, favorecendo a validacdo do modelo
experimental para extrapolacdo dos resultados na
carcinogénese mamaria em humanos, sob uma
perspectiva histologica.
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A Mama Normal (Figura 1A) consiste em
parénquima epitelial, suportado por elementos de
estroma e tecido muscular, associados a tecido
gorduroso, vasos sangliineos, vasos linfaticos e
nervos. A Hiperplasia Mamaria (Figura 1B) se
caracteriza pela proliferacdo de células epiteliais
acima da membrana basal para o interior de
ductos mamarios. A maioria dos Adenocarcinomas
encontrados  apresenta padrdo  arquitetural
cribiforme (Figura 1C), papilar (Figura 1D) e soélido
(Figura 1E), com padrdo estrutural misto
predominantemente papilar, mostrando uma
aparenC|a h|stolog|ca com plexa

Figura 1(A-E). Fotomlcrograﬁa de fragmentos de mama.
Coloragéo H&E. Aumento 20 vezes.

Os resultados ilustrados pela coloracdo da
MMP19 nas amostras de Mama Normal,
Hiperplasia Mamaria, Adenocarcinoma Cribiforme,
Papilar e Sélido (Tabela 1), mostram que esta
proteina sem alteracdes esta presente nos tecidos
normais e na doenca benigna da mama, e que as
alteracbes comecam a desaparecer nos estados
patolégicos malignos.

Tabela 1. Resultado a Imunohistoquimica (Coloracéo MMP 19)

Tipo Histologico MMP 19
Mama Normal +++
Hiperplasia Mamaria +++
Adenocarcinoma Cribiforme ++
Adenocarcinoma Papilar +
Adenocarcinoma Sélido +

Atualmente nao ha trabalhos em
Espectroscopia Raman que tenham realizado
estudos comparativos entre os resultados de um
ensaio imunohistoquimico e as alteracbes
caracteristicas entre espectros Raman dos tecidos
analisados. Neste estudo, com o objetivo de
encontrar tais caracteristicas nos espectros, estes
foram divididos por meios do grupo histoldgico e
graduagdo da marcacdo da MMP19, como
descrito na tabela 1. Nestes grupos foram
realizadas as médias dos espectros Raman onde
os graficos a seguir representam os dados
espectrais das re9|oes de deslocamento Raman
de 500 a 1800 cm™ (Figura 2)
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Figura 2. Médias dos espectros FT-Raman de Mama Normal
(MN), Hiperplasia Maméria (HM), Adenocarcinoma Cribiforme
(AC), Papilar (AP) e Sélido (AS) no deslocamento Raman de
500 a 1800 cm™. As linhas pontilhadas numeradas (1-17)
auxiliam na identificacdo dos modos vibracionais relevante dos

tecidos biolégicos (Tabela 1).

Em primeira andlise, foram observadas
grandes diferencas entre os espectros de mama
normal e a demals patologias: entre a regido de
500 a 1800 cm™ os espectros da mama normal se
apresentam bem definidos, com alta intensidade,
com o0s picos definidos e finos, mostrado que
existem  muitos modos vibracionais de
estiramento, com liberdade de movimento. A essa
caracteristica pode ser aferido que as ligacdes
expressas pelos modos Vvibracionais estédo
desimpedidas, favorecendo uma  possivel
agregacdo com uma molécula mais estavel.

Biologicamente, a mama normal é em sua
maioria composta por tecido gorduroso, o que
corrobora com os achados espectrais acima
descritos. No processo de carcinogénese, uma
das principais alteracbes encontradas, e
espectralmente reconhecidas, é a reacédo
desmoplasica, onde o tecido gorduroso ¢é
substituido por um estroma fibroso, com alto
contetdo de colageno. Diversas outras alteracdes
metabolicas podem ser descritas, como toda
alteracdo protéica que interferem nas funcdes
celulares conferindo a cada um dos tipos de
doencga caracteristicas particulares de crescimento
e agressividade. As alteracbes das funches
protéicas no processo tumoral sdo amplamente
estudadas por meio de ensaios de
imunohistoquimica. Estes ensaios tém por objetivo
particularizar as caracteristicas de cada doenca,
para individualizacéo do tratamento, melhorando o
prognostico do paciente. Os resultados
imunohistoquimicos s&o realizados por meio da
reacdo de uma Unica proteina, por ensaio,
dificultando a observacdo do processo de
alteracbes protéicas da doenca como um todo.
Encontrar caracteristicas comuns a todas as
alteracbes protéicas decorrentes das alteragfes
no processo tumoral pode vir a ser uma alternativa
complementar no entendimento deste processo.
Desta forma, neste estudo, foram observadas
diversas caracteristicas nos espectros dos tecidos
doentes que identificam as alteracdes protéicas
gue corroboram com o conhecimento biolégico.
Por meio da Tabela 2 podem ser observados os
principais modos vibracionais encontrados para a
Mama Normal, que corroboram com achados de
outros estudos de espectroscopia Raman em
tecido mamario, embora humano (BITAR et al.,
2006). Ao atribuir as contribuicbes dos modos
vibracionais ao espectro médio da Mama Normal,
inicia-se o estudo sobre o padréo espectral padrao
para mama de Sprague-Dawley. Esta etapa se
mostrou relevante, pois a partir do entendimento
do espectro “Normal” foi possivel correlacionar as
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alteracdes espectrais aos achados fisiopatolégicos
do processo de carcinogénese.

Tabela 2. Identificagdo dos modos vibracionais em fungéo
do deslocamento Raman para a Mama Normal no
deslocamento Raman entre 500 a 1800 cm™.

Deslocamento Raman (cm )

Mama Normal Modos Vibracionais

~1746 w uC=0 do grupo lipidio
uC=0 do grupo Amida | (proteinas)
~1656 s elou

uC=C do grupo lipidio

5,CH do grupo —CHj3
~1440 VS elou
8,CH do grupo —CH;, (scissors)

Amida Ill (proteinas)
~1303 s elou
5=CH (olefinas)

Amida Ill (proteinas)

~1266 s e/ou
u,PO’, do grupo fosfato
~1120 s uC—O (Ribose — RNA)
~1080 s usPO’, do grupo fosfato
~1065 sh usPO’, do grupo f_osfa}to e/pu uC—C do
grupo lipidio (tail)
@C—C do anel aromatico em ressonancia
~1004 w com yCH da fenilalanina (somente em
tecidos malignos)
~971w uC—C do amino@cido prolina (colageno)

dC—H do aminoécido hidroxiprolina

~870 w !
(colagneo)

Pode trazer informagdes dos modos

~600vw normais referentes ao DNA

A lesdo benigna estudada, a hiperplasia
mamaria € uma alteracdo benigna da mama que
dificilmente culminard em um tumor. Como pode
ser observada nos espectros a caracteristica de
normalidade ndo se perdeu completamente. As
diferencas podem ser encontradas como s&o
observados os picos e neles se notam dubletes,
tripletes ou mesmo multipletes, que identificam
gue conjugacdes com moléculas maiores estédo
ocorrendo, impedindo que o0s movimentos
vibracionais sejam realizados com a amplitude nos
espectros normais.

Grandes alteragbes nos espectros dos
Adenocarcinomas podem ser observadas quando
comparados 0s espectros ao tecido normal e a
hiperplasia mamaria. Nota-se, a primeira vista, a
perda de caracteristicas das bandas definidas,
dando lugar a bandas mais largas formadas por
varios picos. Essa grande alteracdo pode ser
atribuida a alteracdo desmoplasica, sendo que
nestes tecidos tumorais 0 colageno aparece
predominantemente. Desta forma, foi possivel
estabelecer, estatisticamente, as diferencas entre
0s espectros do tecido normal, de hiperplasia
mamaria e de adenocarcinoma. Entretanto, €
muito importante que se estabeleca a diferenca
entre os tipos arquiteturais do adenocarcinomas
encontrados neste estudo e identificar as
atribuicbes dos modos vibracionais das lesdes
para inferir as alteracdes destes modos
vibracionais, visando estabelecer uma descricao
bioquimica sobre as alteracdes fisiopatol6gicas.

Para verificar a robustez das observacfes dos
espectros inferidas aos espectros acima descritas
e possibilitar a classificacdo dos espectros, foram
realizadas andlises estatisticas por meio de um
algoritmo composto por ferramentas de andlises
multivariadas, sendo Analise de Cluster (CLA) com
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90% de similaridade, a partir dos resultados da
analise dos Componentes Principais (PCA). Foram
obtidos trés grupos distintos: Mama Normal (MN),
Hiperplasia Mamaria (HM) e Adenocarcinomas (A)
(que néo se distinguiram em seus subtipos). Como
mostra o Dendograma da Figura 3.

Dendrograma
Average Linkage; Correlation Coefficient Distance

35,691

denocarcingma

Similaridade (%)

Vanavels (PCZ PC3, PC4, PC6 e PC9)

Figura 3. Dendograma (CLA) dos espectros de MN, HM e AD
(Cribiforme, Papilar e Sélido).

Por meio desta figura foi possivel observar que
0s agrupamentos obtidos para mama normal e
para hiperplasia mamaria tiveram
aproximadamente 70 % de similaridade, sendo
gque os espectros de HM foram agrupados
juntamente com alguns dos espectros de MN,
embora tenham sido agrupados juntos,
favorecendo a classificacdo entre lesdo benigna e
mama normal. Os adenocarcinomas claramente
foram separados outros dois grupos, embora nao
tivesse sido subclassificados corretamente. Isso
pode estar relacionado ao fato de que a aplicacao
da PCA no conjunto total de espectros ndo tenha
sido sensivel para estabelecer os componentes
principais que pudessem diferenciar estes
subgrupos.

A classificacéo dos subgrupos de
adenocarcinoma mamario € importante porque
determina, em situagdes clinicas reais, o0
prognéstico do paciente. Transferindo essa
situacao para esse estudo, deve-se trabalhar com
possibilidade de analise e classificacao dos dados,
pois ainda existem informacdes espectrais que
ndo foram totalmente exploradas. Quando
aplicado o algoritmo de classificacdo PCA e CLA,
as caracteristicas consideradas pertencem ao
conjunto de dados analisados. Desta forma,
guando foram comparados todo o conjunto de
espectros (MN, HM, e AD) as diferencas que
foram evidenciadas foram aquelas relacionadas
aos aspectos de benignidade e malignidade,
tornando ainda muito mais sutis as diferencas
existentes entre os subtipos histoldgicos dos AD.

Concluséao

Considerando os relevantes achados acima
descritos, por meio das primeiras impressfes
sobre das andlises dos espectros FT-Raman das
amostras ex vivo de tecido mamario de ratos, foi
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possivel afirmar que houve discriminagéo entre os
espectros de mama normal e de hiperplasia dos
espectros de adenocarcinoma mamario.
Aparentemente, existem indicios estatisticos,
resultantes das analises dos espectros, que
favorecem a subdivisdo dos tipos histolégicos do
adenocarcinoma. Esses indicios associados
achados imunohistoquimicos (MMP19) poderdo
culminar na identificagdo de um padréo espectral
qgue indique o grau de agressividade do tumor
mamario em ratos. Por conseguinte, este trabalho
podera ser utilizado como referéncia metodolédgica
para analise de variados tipos de tecido,
possivelmente em humanos.
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