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RESUMO

SILVA, M.P. Papel dos elementos-trago em neoplasias mamarias: Estudo através de
técnicas espectroscopicas de fluorescéncia de raios X e andlises imunohistoquimicas.
2011. 108p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Neste trabalho foi avaliado o papel de elementos-traco em tecidos mamarios
neoplasicos e seu potencial como marcadores tumorais e fatores prognosticos. As
concentragdes dos elementos célcio, ferro, cobre e zinco em tecidos normais e neoplasicos
foram determinadas através de técnicas de fluorescéncia de raios X por dispersdo por energia
e por reflexao total. Modelos diagnosticos (analise de discriminante e curvas ROC - Receiver
Operating Characteristic) baseados na analise estatistica das distribuicdes de concentracGes
dos elementos mostraram que é possivel classificar os diversos tipos de tecidos mamarios
(normais, benignos e malignos). Foi possivel ainda avaliar a expressédo dos elementos-trago e
correlaciona-la com dados clinicopatoldgicos de importancia prognostica e com a sobrevida
global de pacientes com cancer de mama. Os resultados mostraram que a expressdo dos
elementos-traco pode ser utilizada como marcador tumoral e fator progndstico.

Através da técnica de micro fluorescéncia de raios X, as distribuicGes espaciais dos
elementos-traco foram avaliadas e comparadas com a expressdo imunohistoquimica de
metaloproteinases de matriz (MMPs), seus inibidores (TIMPs) e com o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF). Os resultados mostraram que os elementos Fe, Cu e a expressdo
do VEGF estdo correlacionados, sugerindo que o acumulo destes elementos pode estar
associado ao processo angiogénico em neoplasias mamarias. Foram observadas ainda
correlacdes entre as distribuicdes de Ca, Zn e a expressdo de MMPs e TIMPs, possivelmente

devido a presenca destes metais nestas proteinas.

Palavras-chave: Elementos-traco, Fluorescéncia de Raios X, Cancer de mama, Marcadores

tumorais, Imunohistoquimica.


http://en.wikipedia.org/wiki/Receiver_operating_characteristic
http://en.wikipedia.org/wiki/Receiver_operating_characteristic
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ABSTRACT

SILVA, M.P. Role of trace elements in breast cancer: Study by X-Ray Fluorescence
spectroscopy techniques and Immunohistochemical analysis. 2011. 108p. Thesis —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2011.

In this work the role of trace elements in neoplastic breast tissues were evaluated to be applied
as tumoral biomarkers and prognostic factors. Concentrations of trace elements like calcium,
iron, copper, and zinc in normal and neoplastic tissues have been determinate by X-Ray
Fluorescence (XRF) spectroscopic techniques. Diagnostic models (discriminant analysis and
ROC curves) based on statistics analysis of trace elements concentrations distributions reveal
that it is possible to classify different breast tissues (normal, benign and malignant). Also, it
was possible to evaluate trace elements expression and correlate them with clinic-pathological
data that are important in prognostic and the overall survival of breast cancer patients. The
results presented have shown that trace elements expression can be used as tumoral
biomarkers and prognostic factors.

The spatial distributions of trace elements were evaluated by micro-XRF and the
results were compared to immunohistochemical expression of matrix metalloproteinases
(MMPs) and their inhibitors (TIMPs), as well as with vascular endothelial growth factor
(VEGF). The results reveal that elements Fe, Cu and VEGF expression are correlated,
indicating that the higher levels of these elements are associated with angiogenic process in
breast cancer. Also, correlations between Ca, Zn and MMPs and TIMPs expression have been

observed, possibly due those metals are present in these proteins.

Keywords: Trace elements, X-Ray Fluorescence, Breast Cancer, Tumoral biomarkers,

Immunohistochemistry.
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Introducao

1. Introducéo

Os carcinomas mamaérios sdo o segundo tipo mais comum de céncer, e sao
responsaveis por uma alta taxa de mortalidade em todo o mundo. Estimativas divulgadas pelo
Instituto Nacional do Céancer para os anos de 2010/2011 apontaram a ocorréncia de 489.270
novos casos de cancer no Brasil e dentre estes, 49.240 casos de cancer de mama [1]. A
prevencdo do cancer de mama ainda nao é bem estabelecida devido aos varios fatores de risco
e as caracteristicas genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia, além do diagndstico ser
muitas vezes instituido em uma fase tardia da doenca, resultado de uma politica ineficaz de
controle e rastreamento [1].

A mamografia atualmente é a técnica diagnostica mais aplicada para a deteccéo
precoce do cancer de mama, porém em muitos casos esta técnica ndo fornece critérios
definitivos que permitam diferenciar os tipos de tecidos, pois uma de suas maiores limitacdes
é a pequena diferenca de atenuacdo entre os tecidos mamarios normais e neoplasicos [2, 3],
levando a técnica uma sensibilidade de 75 a 78% na diferenciacdo entre tecidos normais,
neoplasias benignas e malignas, sendo que esta sensibilidade ainda pode diminuir de acordo
com a densidade da mama [4, 5]. Além da mamografia, outras técnicas sdo utilizadas, tais
como o auto-exame, o exame clinico, biopsia, ultrassom e a ressonancia magnética [5, 6].

Atualmente a conduta terapéutica para o cancer de mama é baseada em fatores
prognosticos e preditivos bem-estabelecidos para a evolucdo da doenca, tais como idade,
tamanho do tumor, status linfonodal, estadiamento e a expressdo de receptores hormonais. O
desenvolvimento de estratégias individuais de acordo com tais perfis de risco tem se tornado
importante ndo apenas por gerar o maximo beneficio terapéutico ao paciente, mas também por
uma vantagem econémica [7, 8].

O conhecimento biolégico do tumor permite a obtencdo de dados cientificos mais
especificos sobre o comportamento das células tumorais e das etapas do processo de
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Introducao

desenvolvimento e progressdo do cancer, de forma que o estudo de genes especificos, como o
HER2 [9], o p53 [10] e 0 BCRAL [11], é de extrema importancia, uma vez que estes podem
ser utilizados como novos marcadores tumorais ou fatores prognésticos e preditivos do
carcinoma de mama [12-14].

Sob este aspecto, as concentracfes de elementos-traco naturalmente presentes em
tecidos mamarios vém sendo estudadas como uma nova ferramenta de prevencao, diagnéstico
e tratamento, uma vez que sdo responsaveis por um grande nimero de processos metabolicos
e bioldgicos, e podem aparecer em diferentes concentragdes em tecidos normais e
neoplasicos, devido a alteracdes biologicas geradas pela doenca [15, 16]. O papel dos
elementos-traco no céncer de mama ainda ndo é bem delineado, de forma que estudos
epidemiologicos, analiticos e bioldgicos combinados sdo necessarios para investigar a
importancia destes elementos na promocao e/ou manutencdo da neoplasia. Em vista disso, é
necessaria a aplicacdo de técnicas apropriadas que sejam capazes de mensurar 0s niveis dos
elementos-traco em um grande nimero de amostras [17-26].

A fluorescéncia de raios X (X-Ray Fluorescence — XRF) se tornou nos altimos anos
uma técnica de analise multielementar representativa para o estudo de elementos-traco [17,
19, 24, 25, 27-34]. Esta técnica é baseada na excitacdo dos atomos de um material através da
aplicacdo de um feixe de raios X com energia apropriada e posterior deteccdo da radiacéo
caracteristica emitida, que por sua vez € proporcional a concentragdo dos atomos dos
elementos constituintes do material [35]. A XRF apresenta inUmeras vantagens, como um
procedimento simples e rapido de analise e tratamento de resultados, alta sensibilidade e
baixos limites de deteccdo, permitindo a determinacdo de concentra¢fes em niveis traco e
ultra-traco [36, 37]. Esta técnica vem sendo empregada nos ultimos anos por diversos grupos
para a analise dos niveis de elementos-traco em tecidos mamarios, que reportam que 0s niveis

de vérios elementos-trago (como, entre outros, o Ca, Cr, Mn, Fe, Cu, Zn e Br) aumentam
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significativamente em tecidos mamarios neoplasicos quando comparados a tecidos normais
[19, 22, 24, 25, 28, 38-42].

As alteracBes nos niveis dos elementos-traco decorrentes de mudancas bioquimicas
nas neoplasias podem também estar associadas a mudancas nas estruturas dos tecidos, de
forma que € interessante investigar a distribuicdo espacial dos elementos-traco e correlaciona-
las com os aspectos histologicos em diferentes tipos de tecidos mamarios. Sob este aspecto, a
técnica de microfluorescéncia de raios X pode ser utilizada para se obter um mapeamento
espacial dos elementos-trago nos tecidos, de forma a compreender 0S processos de
acumulacdo de metais a nivel celular e a funcéo destes metais no processo carcinogénico [33,
43, 44]. Estes mecanismos podem de certa forma estar correlacionados, tendo em vista que as
alteracbes do microambiente ocasionadas pelos tumores sdao complexas e até hoje nédo
completamente compreendidas [45].

A avaliacdo do fenotipo dos tumores, assim como sua resposta imunologica podem ser
avaliadas por técnicas atualmente bem estabelecidas, como a imunohistoquimica, que fornece
informacGes complementares para a avaliacdo dos tecidos. O uso da imunohistoquimica no
estudo de marcadores celulares especificos tem proporcionado a area médica importantes
informacGes diagndsticas, progndsticas e preditivas tanto do estagio da doenca quanto de sua
biologia [46].

A combinacdo das concentracBes dos elementos-traco obtidas através de técnicas de
XRF com outros parametros de natureza progndstica, avaliados clinicamente ou através de
técnicas imunohistoquimicas, pode permitir um maior entendimento metabdlico e celular dos
elementos-traco em neoplasias, além de possibilitar a diferenciacdo dos tecidos patoldgicos
baseada exclusivamente nas concentraces dos elementos-traco. Neste cendrio, estratégias de
estudos que considerem todos estes aspectos sdo necessarias e imprescindiveis no proposito

de buscar novas ferramentas de prevencédo, diagnostico e tratamento de neoplasias mamarias.
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Desta forma o presente trabalho pretende avaliar o papel dos elementos-traco em neoplasias

mamarias, assim como sua associa¢do com fatores progndsticos e preditivos.

2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

1.

2.

3.

4.

Determinar as concentracdes dos elementos-traco em diferentes tipos de tecidos
mamarios (normais e neoplasicos), através de técnicas espectroscopicas de

fluorescéncia de raios X (EDXRF e TRXRF).

Avaliar as concentracdes dos elementos-trago com ferramentas estatisticas
apropriadas, visando obter modelos diagnosticos e explorar o potencial dos elementos-

traco como marcadores tumorais.

Obter informacdes de relevancia prognostica a partir dos prontuarios das pacientes e
correlaciona-las com a expressdo dos elementos-traco, visando avaliar os elementos-

traco como fatores prognosticos;

Determinar através da técnica de microfluorescéncia de raios X (u-XRF), a
distribuicdo espacial dos elementos-traco e correlacionar estes resultados com a
expressdao imunohistoquimica de fatores envolvidos com a proliferacdo do tumor em

tecidos mamarios, visando um entendimento metabdlico e celular das neoplasias.
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O trabalho esté organizado da seguinte forma:

O capitulo 3 descreve os aspectos tedricos envolvidos no trabalho. O capitulo inicia
com a descricdo dos aspectos anatdmicos e histoldgicos dos tecidos mamarios e define os
conceitos de marcadores tumorais e fatores prognosticos. Sdo descritos também os elementos-
traco que serdo abordados no estudo e os conceitos fisicos envolvidos nas diferentes técnicas
de fluorescéncia de raios X. Na sequéncia € realizada uma descricdo da técnica de
imunohistoquimica, apresentando o método utilizado neste trabalho (método da
imunoperoxidase revelada com DAB). Por fim, sdo descritas as analises estatisticas utilizadas
como modelos de diagnostico.

No capitulo 4 sdo descritos os tecidos analisados, 0s arranjos experimentais e 0S
métodos de analises quantitativas utilizados para cada técnica de fluorescéncia de raios X. S&o
também descritos 0 método de preparacéo e realizacdo da técnica de imunohistoquimica, e 0s
testes estatisticos realizados.

O capitulo 5 apresenta os resultados obtidos neste trabalho. Primeiramente séo
apresentados os resultados das concentraces dos elementos-traco determinadas através das
técnicas de EDXRF e TXRF, e os modelos diagnosticos desenvolvidos. Posteriormente, séo
comparados e discutidos os resultados das analises por u-XRF e imunohistoquimica.

Finalmente no capitulo 6 sdo apresentadas as conclusbes deste trabalho, e a

contribuicdo do trabalho para a area.
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3. Aspectos tedricos

3.1. Aspectos anatdémicos e histologicos da mama
3.1.1. Tecido normal

A figura 1 representa esquematicamente a anatomia da mama. A glandula mamaria é
composta basicamente por tecidos glandulares, fibrosos e adiposos. O tecido glandular é
formado por 15 a 20 lébulos, que por sua vez sdo formados por acinos, que sdo as glandulas
produtoras de leite. Cada I6bulo possui um respectivo ducto lactifero, que conduz o leite até
um ducto maior chamado sino lactifero, onde o leite é armazenado. O tecido fibroso é rico em
fibras e colageno, componentes do estroma, que proporcionam a sustentacdo dos l6bulos e
ductos mamarios, e sdo responsaveis ainda pela sua reserva nutricional. O tecido adiposo é
formado por uma camada de cerca de 2 cm de células adiposas que envolve a glandula

mamaria e pode também ser encontrado misturado ao estroma [47].

Lébulos
glandulares

Ductos -~
lactiferos

Seios
lactiferos

Figura 1: Representacao esquematica da anatomia da mama. Adaptado de [48].

Na figura 2 é apresentada uma lamina histoldgica de uma mama adulta normal. E
possivel observar a presenca dos I6bulos e ductos, além da dupla camada epitelial que reveste

0s canais principais. Uma membrana basal acompanha fielmente o contorno dos ductos, e o
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tecido intralobular e periductal exibe um aspecto frouxo, diferentemente do estroma

interlobular, que é mais denso [47].

“Células adiposas [, > -

Tecido fibroso
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Figura 2: Lamina histoldgica de um tecido normal de mama. Adaptado de [49]

3.1.2. Neoplasias benignas

As neoplasias mamarias benignas estdo geralmente associadas a mudancas decorrentes
de alteracbes hormonais e possuem como caracteristica um crescimento lento, sem a
ocorréncia de invasdo tecidual ou metastases. O fibroadenoma é a neoplasia mamaria benigna
mais comum, sendo caracterizado pela proliferacdo dos tecidos glandulares e fibrosos, e em
geral cresce como um pequeno nodulo que costuma ser nitidamente circunscrito no tecido
circundante [50]. Na figura 3, que mostra a lamina histoldgica de um fibroadenoma, observa-
se uma proliferacdo e compressao das células epiteliais glandulares, com as membranas basais
bem definidas. Neste caso, 0s elementos epiteliais aparecem como fios ou corddes estreitos de

epitélio localizados dentro de um estroma fibroso [47].
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Figura 3: Lamina histologica de um fibroadenoma de mama.

3.1.3. Neoplasias malignas

As neoplasias malignas podem ser basicamente divididas em dois grandes grupos: 0s
carcinomas in situ e os carcinomas infiltrantes (ou invasores). Dentro do primeiro grupo estao
0s carcinomas in situ de ductos ou de lébulos mamarios (intraductais ou intralobulares), que
representam de 3% a 9% de todos os tumores malignos de mama. O grupo de carcinomas
infiltrantes, que representam de 65% a 85% dos tumores malignos, compreende tumores
originarios nos ductos terminais ou unidades lobulares, dando origem a carcinomas ductais
invasivos ou carcinomas lobulares invasivos [51].

Todos os carcinomas invasivos (com excecdo do medular) podem ser graduados. O
sistema de graduacdo de Bloom-Richardson, que é o mais utilizado, € baseado nas
caracteristicas arquiteturais do tumor como a formacdo de tubulos, o tamanho, forma e
nacleos celulares, aléem do nivel de proliferacdo celular (grau mitético). Cada um destes
critérios recebe uma pontuacao de acordo com seu estado e uma graduacdo, variando de 1 a 11l
é estabelecida para cada caso: grau | (carcinoma bem diferenciado); grau Il (moderadamente
diferenciado); grau 11l (pouco diferenciado) [52]. Quanto menos diferenciado o tumor, pior
sera o prognostico [53].

A figura 4 mostra laminas histologicas de dois diferentes casos de neoplasias

malignas. A figura 4.a apresenta um caso de carcinoma ductal in situ em que se pode observar
8
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que as células neoplésicas se mantém dentro das membranas basais obstruindo os ductos. A
medida que a lesdo progride, a neoplasia intraductal pode se estender através da membrana
basal e o tumor acaba se transformando em um carcinoma ductal infiltrante ou invasivo
(figura 4.b). O carcinoma ductal invasivo apresenta uma maior quantidade de estroma tecidual
fibroso e denso, com células anaplésicas revestindo os ductos, e celulas disseminadas pelo

estroma que variam em quantidade dependendo do tipo de tumor [47].

Figura 4: Laminas histoldgicas de neoplasias malignas de mama. (a) Carcinoma ductal in situ (b)
Carcinoma ductal invasivo

O estagio proliferativo do cancer de mama € caracterizado pela invasdo de células
tumorais através da membrana basal que separa as células epiteliais hiperplasicas do estroma.
Estas células podem ent&o aderir em tecidos vizinhos, causando até a formacdo de metastase a
distancia. A angiogénese, processo de formacdo de novos vasos sanguineos, possui um papel
fundamental tanto no crescimento local do tumor quanto na metéstase do cancer de mama
[54]. Para atingir um volume além de 2 a 3 mm?®, o tumor requer um suprimento vascular que
forneca nutrientes e oxigénio. Isso € alcancado através da secrecdo de fatores angiogénicos de
crescimento como o fator de crescimento vascular endotelial (do inglés: vascular endothelial

growth factor - VEGF), que se liga em receptores pré-existentes no endotélio, estimulando a



Aspectos tedricos

proliferacdo celular endotelial, que resulta na germinacdo vascular e formagao de novos vasos
sanguineos dentro do tumor [55-57].

Outras proteinas como as metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo também
importantes para o crescimento e metastase do tumor. As MMPs pertencem a uma familia de
enzimas que degradam a membrana basal e a matriz extracelular, e sua expressdo pode ser
regulada por inibidores enddgenos de metaloproteinases (do inglés: tissue inhibitors
metalloproteinases -TIMP). Em condi¢des fisiologicas normais, as MMPs e TIMPs coexistem
em perfeito equilibrio, que pode ser interrompido na ativacdo da angiogénese. A expressao
das MMPs aumenta com a progressdo do tumor e esta associada com o aumento do grau

histolégico [54].

3.2. Marcadores tumorais

Um marcador tumoral (ou biomarcador) é qualquer tipo de elemento mensuravel em
nivel celular ou subcelular, que demonstra a presenca de malignidade ou malignidade em
potencial, ou prevé o comportamento de um tumor, seu prognostico ou resposta ao tratamento
[58]. Muitos marcadores tumorais sdo associados a fatores prognosticos ou preditivos,
dependendo da abordagem. A combinacdo de dois ou mais pardmetros para definir o
prognostico do tratamento € importante, uma vez que permite definir o risco, bem como
indicar o potencial ou ndo de certo tratamento [13].

Um pequeno nimero de biomarcadores individuais tem sido usado durante varios anos
para ajudar na decisdo do tratamento para o cancer de mama, dentre eles os receptors de
estrogénio e progesterona, e o receptor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), o
Ki67, o p53 e uma infinidade de novos marcadores [59-66].

Uma melhor compreensao e aplicacdo de biomarcadores tumorais tradicionais e a

identificacdo de novos marcadores € uma area emergente, pois permite melhorar a qualidade
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de vida dos pacientes, muitas vezes poupando-os de tratamentos tdxicos, subestimados ou
ineficazes, estabelecendo entdo um tratamento individualizado e apropriado para cada tipo de
tumor, além de identificar individuos com alto risco de cancer de mama que podem se

beneficiar de intervengdes preventivas [13, 58].

3.3. Fatores prognosticos

Fatores progndsticos sdo parametros avaliados no diagnéstico que fornecem
informagdes a respeito do curso clinico da doenga na auséncia de tratamento (ou a0 menos um
tratamento adjunto a cirurgia para retirada do tumor) [67]. Dependendo da abordagem, alguns
fatores progndésticos podem ainda ser utilizados como fatores preditivos, quando identificam
uma caracteristica positiva ou negativa da doenca, em decorréncia de uma estratégia particular
de tratamento [67]. A expressdo fator prognostico aplica-se ainda a todas as variaveis que
podem estabelecer correlacdo com o tempo de sobrevida pds tratamento, uma vez que a
sobrevida livre de doenca e a sobrevida global sdo dados bastante objetivos para avaliar a
eficacia de um tratamento [68].

De acordo com o ranking de categorias do Colégio Americano de Patologia, os fatores
prognosticos para o cancer de mama se dividem em trés categorias. Os fatores de categoria I,
que incluem o tamanho do tumor, grau e tipo histologico, estadiamento TNM, status
linfonodal e de receptores hormonais, comprovaram grande importancia prognostica e
utilidade na gestéo clinica das pacientes. Fatores prognosticos classificados como categoria 11,
que incluem a expressdo do gene c-erbB-2 (Her2-neu), a densidade de microvasos, VEGF,
invasdo linfatica e vascular, e a expressao do p53, sdo fatores que tém sido extensivamente
estudados bioldgica e clinicamente, mas ainda precisam ser validados por estudos estatisticos
mais robustos. Ja fatores na categoria I1l, que incluem dentre outros, a analise da ploidia do

DNA, ainda ndo sdo considerados suficientemente estudados para demonstrar seu valor
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progndstico [12, 14, 69, 70]. Além dos fatores descritos, outros fatores clinicos sdo também

considerados importantes fatores prognosticos, como a idade e estado menstrual [53].

3.4. Elementos-tragco em tecidos mamarios

Os elementos-traco geralmente representam menos de um por cento (1%) da massa de
um material e podem ser classificados como essenciais e ndo essenciais, dependendo da sua
funcdo no organismo [16]. Todos os tecidos humanos apresentam uma composicdo de
elementos-traco semelhante, que varia de acordo com a funcgéo exercida pelo tecido ou 6rgéo.
Elementos essenciais para o metabolismo celular, como o Ca, Cu, Cl, F, I, Fe, Mg, Mn, Mo,
N, P, K, Na, S e Zn, em niveis normais participam de um grande nimero de processos
biologicos, desde a ativacdo ou inibicdo de reacOes enzimaticas até modificacbes na
permeabilidade das membranas celulares [71]. E reconhecido também, que alguns elementos-
traco representam importantes fatores de risco quando em concentracdes alteradas, uma vez
que podem induzir desordens patolégicas no organismo [16].

Nos Ultimos 30 anos, varios autores vém estudando as concentracfes dos elementos-
traco em tecidos mamarios através de diversos tipos de técnicas analiticas, tais como a
Emissdo de Raios X Induzido por Particulas (Particle induced X-ray emission — PIXE) [72],
Anélise por Ativacdo Neutrénica Instrumental (Instrumental neutron activation analysis —
INAA) [18, 73], Espectrometria de Massa com fonte de plasma indutivamente acoplado
(Inductively coupled plasma mass spectrometry — ICP-MS) [21], Espectrometria de Absorcéo
Atoémica no Forno de Grafite e Forno de Chama (Graphite furnace and flame furnace atomic
absorption spectrometry — respectively GFAAS and FFAAS) [23, 74] e Fluorescéncia de
Raios X (X-Ray Fluorescence — XRF) [16, 18, 19, 21, 24, 25, 28, 38, 42, 72, 75-81]. No

entanto, estes trabalhos dificilmente avaliam as razbes para as alteracGes das concentracdes
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dos elementos em tecidos neoplésicos. Neste trabalho foram abordados os elementos descritos

a seguir.

3.4.1. Célcio

O célcio é um elemento funcional e estrutural, fundamental na manutencéo de todas as
células. No organismo humano, 99% do célcio é encontrado em tecidos mineralizados (como
0sso0s e dentes), nos quais esta presente na forma de fosfato ou carbonato de célcio, sendo o
restante encontrado no sangue, fluidos extracelulares e varios tipos de tecidos [82]. A
concentracdo de ions de célcio no plasma é mantida dinamicamente dentro de um intervalo
bem regulado atraves da absorcao intestinal, excrecéo e reabsorcao renal, e 0 armazenamento
esquelético [82].

Em tecidos mamarios neoplasicos, o célcio geralmente estd associado a presenca de
microcalcificacbes, tanto em lesdes malignas quanto em benignas [83]. Varios estudos
estruturais revelam duas formas distintas das microcalcificacdes em doencas de mama, de
acordo com sua forma e composicdo quimica: as do Tipo | e Tipo Il [83-87].
Microcalcificacdes do tipo | sdo geralmente encontradas em neoplasias benignas (e raramente
em carcinomas lobulares), e estdo associadas a uma forma particular do oxalato de calcio
(CaC,04-2H,0). Microcalcificacbes do tipo Il sdo geralmente encontradas nos carcinomas
invasivos e adenocarcinomas intraductais (embora outros estudos também associem este tipo
a lesbes benignas) e sdo compostas por fosfato de célcio, cuja forma mais caracteristica é a
hidroxiapatita (Caio(PO,)-6H,0) [84, 85].

Embora o valor diagnostico das microcalcificagdes no cancer de mama seja de grande
importancia, um ponto importante é saber se sua presenca € um sinal de degeneracdo ou de
um processo ativo da célula. O esclarecimento dos efeitos das microcalcificacdes em cancer

de mama ¢ essencial para entender a patofisiologia desta doenga, além de ajudar a esclarecer
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as associacOes prognosticas destas calcificacbes em lesdes benignas e malignas, uma vez que
a deposicdo de calcio no cancer de mama pode representar uma caracteristica biologicamente

significativa do tumor [83].

3.4.2. Ferro

O ferro € um elemento traco essencial e 0 metal de transicdo mais abundante no corpo
humano. Este elemento desempenha um importante papel em uma variedade de fungdes
fisiolégicas, incluindo o transporte de oxigénio, transporte de elétrons, producdo de energia e
a sintese do DNA. No organismo, grande parte do ferro esta ligada a proteinas como a
ferritina, que é capaz de armazenar até 4500 atomos de ferro em sua estrutura, e a transferrina,
responsavel por transportar o ferro no sangue [88, 89].

Entretanto, como um metal de transi¢do, o ferro pode perder os elétrons fracamente
ligados na sua camada externa, catalisando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), ou radicais livres, que podem reagir com o0 DNA e outras moléculas dentro da célula,
resultando no stress oxidativo, mutagdes, rupturas das cadeias no DNA, e até ativacdo de
oncogenes [88, 90].

O stress oxidativo € um distdrbio no equilibrio entre a producdo de ROS (espécies
reativas de oxigénio) e as defesas antioxidantes, resultando num excesso relativo de ROS
[88]. As ROS estdo presentes nas células em condicGes fisioldgicas normais, e seu estado de
reducdo na célula é precisamente regulado. Quando a concentracdo de metais oxidantes como
o ferro e o cobre aumenta, seus efeitos toxicos aparecem e estes podem atuar como
catalisadores na conversao de peréxido de hidrogénio em radicais livres, aumentando a taxa
de geracdo de ROS e, conseqlientemente, causando danos em macromoléculas bioldgicas [20,

91-93].
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3.4.3. Cobre

O cobre é outro elemento-traco essencial com muitas fungdes fisioldgicas, podendo ser
encontrado no organismo em seu estado oxidado (Cu®*) ou reduzido (Cu*). Este metal é
cofator e/ou componente alostérico de muitas enzimas responséveis, por exemplo, pela
respiracdo celular, eliminacdo de radicais livres, sintese de melanina, formacdo de tecidos
conectivos e ainda participa do metabolismo do ferro [57, 94].

Dentre as enzimas que dependem do cobre estdo as SOD (Superoxide Dismutase), que
protegem as células contra agentes que produzem radicais livres e substancias que podem
estar envolvidas na iniciacdo do processo neoplasico [95]. O cobre, juntamente com o zinco, €
ainda reconhecido por ter um importante papel como co-fator da enzima Cu/ZnSOD, que
contém um &tomo de Cu®* e um atomo de Zn** por unidade, atuando contra a formacdo das

ROS [94].

3.4.4. Zinco

O zinco é um elemento-traco essencial no organismo, sendo componente funcional de
mais de 200 enzimas e fatores de transcricdo. Ele é fundamental em varios processos
metabolicos incluindo a regulacdo de muitas proteinas envolvidas na replicacdo e transcricdo
do DNA e na divisdo celular, atuando tanto nas fungdes estruturais quanto cataliticas através
das proteinas ‘dedo de zinco’ [88, 96].

Uma importante classe de proteinas ‘dedo de zinco’ sdo as metaloproteinases de
matriz (MMPs), que possuem no sitio ativo um atomo de zinco como grupo prostético, tendo
como principal funcdo degradar a matriz extracelular para facilitar o rompimento da
membrana basal e/ou componentes do tecido conjuntivo da matriz para facilitar a
multiplicacdo das células conforme elas se expandem [97-99]. Em varios casos, o estagio de

progressao do tumor esta positivamente correlacionado com a expressao das MMPs [98]. As
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MMPs séo classificadas em diferentes grupos (baseado nos seus substratos), incluindo as
colagenases (MMPs 1, 8, 13), gelatinases (MMP 2, 9), stromielinas (MMP 3, 10, 11), entre
outros [100]. Dentre elas, a MMP2 ¢ considerada a mais relacionada a invasao e metastases
em varios tipos de cancer. Supde-se que a ativacdo da MMP2, possivelmente feita pela
MMP1, é um passo chave para a invasdo celular e metéstase do cancer [101].

Os principais inibidores fisiolégicos das MMPs sdo as proteinas inibidoras de
metaloproteinases (tissue inhibitors of metalloproteinases — TIMPs). A familia das TIMPs
compreende 4 membros (TIMP-1, -2, -3 e -4), que representam um importante mecanismo de

regulagcdo das MMPs [100, 102].

3.5. Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X baseia-se na emissdo de raios X caracteristicos pelos
atomos que compBem um material, que ocorre quando este € submetido a excitacdo
apropriada, seja na forma de particula corpuscular ou de radiacdo eletromagnética. Se a
energia incidente possuir valor igual ou maior a energia de ligacdo do elétron, este sera
ejetado do atomo formando uma vacancia, que sera posteriormente preenchida através da
captura e/ou decaimento de outro elétron de uma camada mais externa. Essa transicdo
eletrénica faz com que o atomo perca energia, emitindo um foton de raios X caracteristico,
com energia correspondente a diferenca de energia entre as camadas [36]. A vacancia
formada pelo elétron que preencheu a primeira vacancia pode ser por sua vez preenchida por
elétrons mais externos dando origem a outras linhas de emissdo (menos energéticas, ou maior
comprimento de onda). Em geral, cada série de raios X é seguida de uma letra grega que
indica qual camada sofreu a transicdo. De forma geral, raios K, correspondem a transicéo
eletronica da camada L para K, e raios Kg correspondem a transi¢édo de uma camada M para
uma camada K [16].

16



Aspectos tedricos

Na faixa de energia da fluorescéncia de raios X, que vai de 1 keV a aproximadamente
100 keV, as interacdes predominantes sdo o efeito fotoelétrico, o espalhamento coerente e o
espalhamento incoerente (efeito Compton). Devido ao efeito fotoelétrico e ao espalhamento
Compton, os &tomos da amostra irradiada emitem raios X caracteristicos e as diferentes
energias de fluorescéncia possibilitam a identificacdo dos elementos constituintes da amostra
[36].

Nas proximas secdes serdo discutidos especificamente os aspectos das técnicas de
Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo por Energia (do inglés: Energy Dispersive X-Ray
Fluorescence — EDXRF), Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (do inglés: Total
Reflection X-Ray Fluorescence — TXRF) e Microfluorescéncia de Raios X (do inglés: Micro

X-Ray Fluorescence — p-XRF), que foram utilizadas neste trabalho.

3.5.1. Fluorescéncia de Raios X por Dispersédo por Energia

Um tipico sistema de EDXRF ¢é representado na figura 5. Este sistema consiste em
uma fonte de excitacdo, um objeto de medida, um detector de radiacdo e um sistema de
leitura. A excitacdo da amostra pode ser feita atraves de fontes polienergéticas ou
monoenergeticas, utilizando radionuclideos, tubo de raios X ou radiacdo sincrotron. Os feixes
monoenergeéticos permitem a escolha da energia incidente, com o objetivo de aumentar a
eficiéncia de excitacdo dos elementos e reduzir o espalhamento.

Diferentes tipos de detectores podem ser empregados na espectroscopia de raios X e a
escolha depende, entre outros fatores, do tipo de elemento a ser analisado e a sensibilidade
desejada. Na técnica de EDXRF, os detectores semicondutores (tais como, Si(Li) e Ge) sdo
hoje os mais empregados em analises multielementares, devido a sua sensibilidade e alta

resolucdo energética [16].
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Figura 5: Configuragdo tipica de um equipamento de fluorescéncia de raios X

Apos absorver os fotons fluorescentes, os detectores dispersivos em energia 0S
convertem em pulsos eletrénicos com amplitudes proporcionais a energia do féton (preé-
amplificador). A eletrGnica associada ao detector é composta de um amplificador e um
analisador multicanal. Este Gltimo € responsavel por organizar a sequéncia de pulsos com
amplitudes variaveis de forma a refletir a distribuicdo de fétons do espectro fluorescente e
converter essa informacdo em um numero digital, que € armazenado em um histograma

disponivel para posterior interpretacao e analise [16].

3.5.2. Fluorescéncia de Raios X por Reflexao Total

A técnica de TXRF é considerada uma variante da EDXRF, sendo seu principio
baseado na excitacdo da superficie da amostra a angulos muito rasos de forma a se obter
reflexdo total. Uma vez que o feixe incidente é refletido, ocorre pouca interacdo deste com a
amostra e, consequentemente, uma diminuicdo do espalhamento da radiacdo na amostra e no
material refletor.

O fenébmeno da reflexdo total ocorre quando um feixe de radiacdo deslocando-se em
um meio com indice de refracdo nl incide em uma interface com outro meio de indice de

refracdo n2. Nessas condi¢bes podem ocorrer dois fendmenos: refracéo e reflexdo. Se n2 for
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menor que nl e o angulo incidente for menor que um angulo critico, ocorre a reflexdo total do

feixe incidente. Para energias na faixa dos raios X, o angulo critico (¢,,) é descrito pela

288 |Z.p[g/cm’]
Perit [mrad] = E [keV] A (1)

onde E € a energia do feixe incidente, Z & o nimero atdmico do material refletor, A é a massa

equacéo 1:

atdbmica do material refletor e p é a densidade do material [103].

Geralmente uma amostra liquida é depositada no centro do material refletor, e ap6s um
processo de secagem o liquido € evaporado e os elementos-traco permanecem na superficie do
refletor, formando uma amostra fina, de forma que os efeitos de matriz podem ser
desprezados.

Um tipico sistema de TXRF esta representado na figura 6. Essa geometria mostra o
feixe incidente inclinado alguns mrads com relacdo ao material refletor, onde se encontra a
amostra. O feixe incidente atinge entdo a amostra em angulos abaixo do angulo critico para

que ocorra a reflexdo total de raios X.

Detector

feixe incidenie feixe refletido

Figura 6: Configuracgdo tipica de um equipamento de TXRF. Adaptado de [103]
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Dentre as vantagens da TXRF pode-se citar a reducdo da radiacdo espalhada e do
ruido (background), uma vez que praticamente 100% dos fotons incidentes sdo totalmente
refletidos. Consequentemente, a razdo sinal — ruido é alta e os limites de deteccdo sdo de

algumas ordens de magnitude menores quando comparados com a EDXRF [103].

3.5.3. Micro Fluorescéncia de Raios X

A microfluorescéncia de raios X (u-XRF) é uma técnica que apresenta a possibilidade
de focalizar o feixe primario em tamanhos muito pequenos, permitindo sua aplicacdo em
analises multielementares ndo destrutivas de pequenas areas da amostra. A figura 7.a
esquematiza uma configuracéo tipica para a microfluorescéncia de raios X, que consiste em
uma fonte de raios X, um dispositivo focalizador (capilar), um porta amostras e um sistema de
deteccdo. Os primeiros dois componentes irdo definir as propriedades espectrais do feixe
primario e o porta amostras deve permitir um controle remoto e preciso da posicdo da
amostra. Um microscopio convencional (ou uma camera com um sistema de lentes) pode
ainda ser utilizado para monitorar e identificar a parte da amostra a ser analisada [103]. O
tamanho do feixe é definido pelo didmetro interno do capilar, enquanto a posicdo do feixe

pode facilmente ser estabelecida por um microscopio 6ptico comum.

Detector
Fluorescéncia
emitida pela

amostra \
N Feixe incidente

Amostra

(@)
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Figura 7: (a) Configuracéao tipica de p-XRF (b) Processo de formacao do mapa de p-XRF. Adaptados de
[44] e [103].

A figura 7.b ilustra o processo de formacdo dos mapas elementares a partir da
fluorescéncia emitida pela amostra. Com a finalidade de se obter um mapeamento da
composicdo da amostra, a area de interesse € dividida em pequenas areas (secdes), que sao
submetidas a uma varredura com o feixe incidente. Um espectro de fluorescéncia é adquirido
a cada secdo, e a intensidade dos picos é relacionada com a concentracdo dos elementos-trago
na amostra. Esta intensidade pode ser convertida para uma escala de cores e a analise
qualitativa destes mapas é suficiente para definir a homogeneidade ou ndo da distribuicdo dos

elementos na amostra, bem como a associacdo entre elementos [103].

3.6. Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica (IHQ) envolve a utilizacdo de um anticorpo
especifico a um antigeno, cuja interacdo pode ser identificada pela sua ligacdo a um marcador,
que pode ser uma molécula fluorescente ou enzima, cuja atividade sera utilizada para produzir
um complexo colorido na presenca de um cromédgeno [104].

A IHQ pode ser realizada pelo método direto ou indireto. No método direto, o

anticorpo marcado reage diretamente com o antigeno, sendo, portanto, um método muito
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rapido, porém com pouca amplificacdo de sinal. O método indireto envolve a formacao de um
complexo no sitio antigénico constituido de anticorpos marcados diretamente com uma
molécula fluorescente ou com um cromdgeno revelado por meio de uma reacdo de
peroxidase. Esse método é mais sensivel, porque muitos anticorpos secundarios podem reagir
com diferentes sitios antigénicos no anticorpo primario, amplificando o sinal da reacdo [104].
Dentre os varios métodos diretos e indiretos de IHQ, aqui sera descrito o método utilizado
neste trabalho: o método da imunoperoxidase indireta utilizando o tetracloreto de

diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno.

3.6.1. Método da imunoperoxidase utilizando o tetracloreto de diaminobenzidina

Na técnica de imunoperoxidase indireta, o tecido € exposto a um anticorpo primario
especifico para o antigeno a ser estudado e a seguir é incubado em um anticorpo secundario
conjugado com a enzima peroxidase (figura 8). A enzima peroxidase é comumente usada para
marcacao do sitio de reacdo por diversas razdes: seu tamanho reduzido nédo dificulta a ligacdo
de anticorpos em seus sitios adjacentes; € bastante estavel, permanecendo inalterada durante a
aplicacdo; a atividade da peroxidase enddgena inerente nos tecidos é facilmente bloqueada
antes da aplicacdo do anticorpo primério; e existe uma grande variedade de substancias
cromogenas que sob a acdo da peroxidase, formam um produto final colorido, que se

precipitara no local em que se encontra o antigeno [46].
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Figura 8: Esquema de marcacao pelo método da imunoperoxidase indireta.

Posteriormente, com a adigdo do cromégeno tetracloreto de diaminobenzidina (DAB),
a reacdo resultard em um produto oxidado e insolivel sobre a regido do antigeno, na cor
marrom. Caso 0 tecido ndo contenha antigenos para o anticorpo primario, o anticorpo
secundario ndo tera onde se ligar, ndo havendo, portanto a coloracdo do local do antigeno

[46].

3.7. Analises Estatisticas — Modelos de Diagndstico

A construcdo de modelos de diagndstico baseados em técnicas estatisticas, que permita
classificar corretamente diferentes tipos de tecidos mamarios a partir das concentragdes dos
elementos-traco, € uma ferramenta em potencial no auxilio ao diagnéstico do cancer de mama
[25, 38, 105-107].

Para aperfeicoar a utilidade clinica, € importante quantificar a sensibilidade e a
especificidade de novos modelos propostos. A sensibilidade (S) é a probabilidade de se obter
um verdadeiro positivo, ou seja, detectar uma alteracdo quando ela realmente esta presente
[108, 109]. Sendo VP o numero de verdadeiros positivos e FN o nimero de falsos negativos, a

sensibilidade é calculada através da equacéo 2:
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S =VP/(VP + FN) )

A especificidade (E) é a probabilidade de se obter um resultado verdadeiro negativo
dado que o paciente realmente ndo apresenta a anormalidade, ou seja, um resultado que ndo
detecta uma anomalia [108]. Sendo VN o nimero de verdadeiros negativos e FP o0 nimero de

falsos positivos, a especificidade é calculada através da equacao 3:

E =VN/(VN + FP) )

O verdadeiro estado do paciente (presenca ou auséncia de doenca) é determinado por
um teste de referéncia, o chamado padréo ouro, que pode ser baseado em analises clinicas ou
histoldgicas previamente realizadas [108].

A acuracia no diagnostico também e fundamental como critério de classificacdo do
teste estatistico, pois se este fornece discriminacdo relevante, é interessante explorar a
utilidade pratica de seus resultados na decisao clinica de gestdo do paciente [109]. A acuracia
mede a habilidade do teste em discriminar diferentes estados de saude do paciente como, por
exemplo, distinguir entre doencas malignas e benignas, pacientes que respondem ou ndo a
uma determinada terapia e até predizer casos que podem vir a desenvolver uma doenca [109].
Neste trabalho, duas técnicas de analise estatistica multivariada foram utilizadas para
desenvolver um modelo diagndstico a partir das concentracdes dos elementos-traco: a analise
de discriminante e a curva ROC (Receiver Operating Characteristic), que serdo descritas a

sequir.
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3.7.1. Anélise de discriminante

A andlise de discriminante € um método estatistico multivariado, que consiste na
obtengdo de combinagdes lineares das variaveis originais que permitam maximizar a
separacao entre grupos. Estas combinacGes lineares sdo denominadas fungdes discriminantes
de Fisher e seus coeficientes sdo baseados na variabilidade dentro dos grupos e entre 0s
grupos [110].

Determinadas as fungdes discriminantes, o algoritmo escolhe automaticamente uma
funcdo que forneca uma separacdo méaxima entre 0s grupos. Em seguida, é escolhida uma
segunda funcdo que ao mesmo tempo nao e correlacionada com a primeira funcéo e fornece
também a maxima separacdo possivel. O procedimento continua acrescentando funcées desta
forma até atingir o nUmero maximo de funcbes, determinado pelo nimero de preditores e
categorias da variavel dependente [110]. Para a aplicagdo da andlise de discriminante é
necessario que os dados apresentem distribuicdo normal, homogeneidade entre as matrizes de

covariancia e linearidade entre pares de variaveis [111].

3.7.2. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)

A curva ROC é outra ferramenta estatistica que permite avaliar o desempenho de um
modelo diagndstico, através da variacdo dos valores de sensibilidade e especificidade para
diferentes valores de cut-off (ou ponto de corte) de uma grandeza numérica obtida em um
exame, de forma que se pode identificar um valor de cut-off que corresponda a um
diagnodstico apropriado [109]. A curva ROC é criada a partir da representacdo grafica dos
valores de sensibilidade (ou a fracdo de verdadeiros positivos) e 1-especificidade (ou a fracdo
de falsos positivos). Como essas coordenadas representam medidas de probabilidade, ambas

variam entre zero e um [109].
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A figura 9 apresenta uma curva ROC tipica. A linha pontilhada diagonal na figura
corresponde a um teste que é aleatoriamente positivo ou negativo, portanto ndo confere
acuracia a um diagnostico. Os pontos que se encontram mais préximos ao canto superior
esquerdo evidenciam os valores para 0s quais existe maior otimizacdo da sensibilidade em
funcdo da especificidade, uma vez que o indice de verdadeiros positivos é 1 e falsos positivos
é zero [108]. A érea sob a curva ROC resume o desempenho do teste, uma vez que considera
os valores de sensibilidade e especificidade relativos a cada ponto de corte, equivalendo a
probabilidade de que o teste classifique uma ocorréncia escolhida aleatoriamente positiva,
como sendo superior a uma escolhida aleatoriamente negativa, caracteristica equivalente ao
teste de postos de Wilcoxon para duas amostras. Quanto maior a capacidade discriminatoria

do teste, mais a area sob a curva se aproxima de 1 [112].
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Figura 9: Curva ROC tipica

Como os valores pareados de sensibilidade e especificidade fornecem um quadro
completo da acuracia do teste, o limiar de decisdo é variado ao longo do espectro de
resultados possiveis, movendo-se em direcGes opostas, de forma que quando a sensibilidade

aumenta a especificidade diminui [109]. Cada par sensibilidade/especificidade da curva ROC
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estd associado a um ponto de corte, que pode se definido pelo avaliador entre os valores
possiveis para a varidvel de decisdo, acima do qual a variavel é classificada como positiva e

abaixo do qual é classificada como negativa [108, 113].
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4. Metodologia

4.1. Aspectos Eticos
Este trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Experimentacdo Humana do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto — USP (Processo 4308/2009 - Anexo I).

4.2. Casuistica

As amostras de tecido mamario foram fornecidas pelo Servico de Patologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo  Preto
(SERPAT/HCFMRP/USP). O material coletado era residual de tecidos retirados em
procedimentos cirlrgicos de mastoplastia, tumorectomia e mastectomia. Apos a coleta 0s
tecidos foram preservados em temperatura ambiente, dentro de um recipiente contendo formol
tamponado (10%). A classificacdo histoldgica foi realizada por profissionais do SERPAT
através da analise microscopica das ldaminas arquivadas e coradas por hematoxilina e eosina, e
posteriormente revisadas por um médico especialista em patologias mamarias.

Para este trabalho foi coletado um total de 161 amostras, 59 classificadas
histologicamente como tecido normal (adiposo, adenose e glandular), 48 classificadas como
tumores malignos (carcinomas ductais invasivos de grau I, 11 e 111, intraductais e alguns casos
de mucinosos), 41 amostras de tecido normal adjacente a neoplasias malignas e 13 amostras
de tumores benignos (fibroadenomas). Todas as amostras eram provenientes de pacientes do
sexo feminino. A tabela 1 relaciona o codigo da amostra e o tipo de analise as quais estas

amostras foram submetidas.
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Tabela 1: Tipos de analises as quais as amostras foram submetidas. N: Tecidos normais, T: Neoplasias
malignas, NP: Tecidos normais periféricos, FA: Neoplasias benignas.

Cadigo Caédigo Cédigo
da EDXRF TXRF M IHQ  da EDXRF TXRF M IHQ  da EDXRF TXRF M _ IHQ
XRF XRF XRF

amostra amostra amostra

N1 X X X X T1 X X X X NP1 X X

N2 X X X T2 X X X NP2 X X

N3 X X T3 X X NP3 X X

N4 X X X T4 - X X X NP4 - X

N5 X X X X T5 X X X X NP5 X X

N6 - X T6 - X X X NP6 - X

N7 X - T7 X X X X NP7 X X

N8 X X X X T8 X X X NP8 - X

N9 X X T9 X X NP9 X X

N10 X X T10 - X NP10 - X

N11 X X T11 X X NP11 - X

N12 X - T12 - X NP12 - X

N13 X X T13 - X X X NP13 X X

N14 X X T14 X X X X NP14 X X

N15 X X T15 X X X NP15 - X

N16 X X X X T16 X X NP16 X X

N17 X X T17 X X NP17 X X

N18 X X X X T18 X X X X NP18 X X

N19 X X T19 X X NP19 - X

N20 - X T20 X X NP20 - X

N21 - X T21 X X NP21 X X

N22 - X T22 - X X X NP22 - X

N23 - X T23 X X NP23 - X

N24 X X T24 - X X NP24 X X

N25 X T25 - X NP25 X X

N26 - X T26 X X X X NP26 - X

N27 - X T27 X X X X NP27 - X

N28 - X T28 - X X X NP28 X X

N29 X X T29 - X NP29 - X

N30 X X T30 X X NP30 X X

N31 - X T31 - X NP31 X X

N32 X X T32 X X X X NP32 X X

N33 X X T33 X X X X NP33 - X

N34 - X T34 X X X X NP34 X X

N35 X X T35 X X X X NP35 X -

N36 - X T36 - X X X NP36 X -

N37 X X T37 - X NP37 X -

N38 - X T38 X X X NP38 X -

N39 X X T39 X - X NP39 X -

N40 X - T40 X - X NP40 X -

N41 X - T41 X - X X NP41 X -

N42 X - T42 X - X X

N43 X - T43 X - X X FAl - X

N44 X - T44 X - X X FA2 - X

N45 X - T45 X - FA3 X X

N46 X - T46 X - FA4 X X

N47 X - T47 X - X X FA5 - X

N48 X - T48 X - X X FA6 X X

N49 X - FA7 X X

N50 X - FA8 - X X
N51 X - FA9 X X X X
N52 X - FA10 X X X X
N53 X - FAll - X

N54 X - FA12 X - X X
N55 X - FA13 X X X X
N56 X -

N57 X -

N58 X -

N59 X -

As informacGes de importancia prognostica foram coletadas a partir dos prontuarios

médicos das pacientes arquivados no Servico de Arquivo Médico (SAME) do Hospital das
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Clinicas de Ribeirdo Preto (USP). O modelo de protocolo para obtencdo destes dados é

ilustrado no Anexo I1.

4.3. Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo por Energia
4.3.1. Amostras

Os experimentos de EDXRF foram realizados no Laboratério de Fisica das Radiacfes
e Dosimetria da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP. As
amostras foram submetidas a analise sem pré-processamento, com o objetivo de preservar a
estrutura dos tecidos mamarios e evitar algumas desvantagens dos métodos de secagem, como
a grande quantidade de amostra necessaria e o elevado tempo de preparagdo. As amostras
(tecidos e padrdes) foram cortadas em aproximadamente 1 cm?®, colocadas em um porta
amostras de acrilico e cobertas com um filme pléstico ultralene®.

Como padrdo externo foi utilizado um material de referéncia (IAEA-V-10) com
concentracOes certificadas de varios elementos-traco. Este material foi obtido da Agéncia
Internacional de Energia Atdémica (IAEA), e pode ser usado como controle de qualidade e

validacdo de métodos analiticos em laboratorios [114].

4.3.2. Arranjo Experimental

A fonte de excitacdo utilizada foi um tubo de raios X com alvo de molibdénio (K,=
17,5 keV e Kg= 19,6 keV), poténcia maxima de 4 kW e acoplado a um gerador de alta tensdo.
A tensdo aplicada no tubo foi de 35 kV, com uma corrente de 40 mA. Um monocromador
pirolitico de grafite altamente ordenado foi posicionado entre o tubo e a amostra, para obter
um feixe monoenergético, de forma que a energia de excitacdo fosse de 17,44 keV. O tempo
de cada medida foi fixado em 1000 s de forma a manter as incertezas estatisticas na

determinag&o dos picos de interesse menores que 4%.
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O sistema de detecgdo era composto por um detector semicondutor de Si(Li), com
resolucdo de 165 eV a 5,89 keV, janela de berilio de 12,7 pm, e 30 mm? de é&rea ativa,
acoplado a um mddulo amplificador e uma placa multicanal. Acoplado ao detector, foi
posicionado um colimador com abertura de 3 mm de diametro, para definir o volume de
deteccdo sobre a amostra. O porta amostras e 0 detector estavam posicionados a 45° e 90°
respectivamente com relacdo ao feixe incidente, para diminuir a intensidade de fétons

espalhados pela amostra [36].

4.3.3. Método de analise

Para a quantificacdo das concentracfes dos elementos-traco na analise com EDXRF,
foi utilizado o método de padréo externo associado ao método da intensidade espalhada [36].
Neste meétodo, as intensidades fluorescentes e a radiacdo espalhada priméaria sdo afetadas
proporcionalmente pela absorcdo da amostra, entdo sua taxa é praticamente independente da
matriz [24]. Além disso, essa taxa pode ser independente de outras variaveis, como as
condicdes de excitacdo, o tamanho das particulas e massa da amostra [36].

A partir do padrdo certificado V10, foi calculada a sensibilidade (S;) para cada

elemento i a partir da equacéo 4 [36]:

IiP / IespP
= 4
iP CiP ( )

%

onde I, € a intensidade fluorescente do elemento i no padrdo V10, I é a intensidade

espP
espalhada (coerente e incoerente) pelo padrdo V10 e C, € a concentracdo do elemento i na

amostra padrdo V10.
Desta forma, as concentragdes dos elementos-traco em todas as amostras foram

obtidas através da equacdo 5 [36]:
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C. = i’ Tesp (5)

onde C, é a concentragdo do elemento i na amostra, |, é a intensidade fluorescente do

elemento i na amostra e I, € a intensidade espalhada (coerente e incoerente) pela amostra.
Os limites de deteccédo (LD) foram calculados de acordo com a equagéo 6 [36]:

LDzs.%. '% (6)
iP

onde |, € aéareasob o pico fluorescente de cada elemento i e t é o tempo de medida.

4.4. Fluorescéncia de Raios X por Reflexao Total
4.4.1. Amostras

Cerca de 250 mg de cada amostra de tecido mamario foi submetida a um processo de
digestdo aberta utilizando acido nitrico (HNO3) e peroxido de hidrogénio (H,O2) como
catalisador [115-117]. Para cada amostra, o volume digerido foi diluido com agua deionizada
(Milli-Q®) para um volume final de 5 mL. Posteriormente, aliquotas de 1 mL de cada amostra
foram padronizadas com 10 uL de galio (solu¢do de 1000 mg/kg), utilizado como padrédo
interno. Embora outros elementos também pudessem ser utilizados como padréo interno [118-
121], o gélio foi escolhido pois este elemento apresenta energia de emisséo fluorescente K, na
faixa de energia de interesse, aléem de ndo ser observado em tecidos mamarios [17, 19, 21, 24,
39, 42, 72, 73, 75, 122]. Finalmente, uma aliquota de 5 uL das solucdes finais de cada
amostra foram depositadas no centro de placas de acrilico utilizadas como porta amostras e
submetidas a secagem com uma lampada de infravermelho. Desta forma, as amostras
formavam filmes finos e os efeitos de matriz puderam ser desconsiderados [103]. Todos o0s

compostos utilizados na preparacao das solucdes possuiam grau analitico.
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SolugBes monoelementares de padrdes certificados da Merck® adicionadas de galio
foram utilizadas para determinar as curvas de sensibilidade relativa e de limite de deteccéo.
Estas solugdes foram depositadas em placas de acrilico, seguindo o mesmo procedimento

utilizado para as amostras de tecidos mamarios.

4.4.2. Arranjo Experimental

O experimento foi realizado na linha de fluorescéncia de raios X do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Brasil [123]. O feixe polienergético (Emax=22
keV) emitido do anel de aceleragdo (1,37 GeV e 100 mA) com largura de 0,1 mm e
comprimento de 5,0 mm foi utilizado para irradiar as amostras. Este feixe foi colimado e
direcionado a amostra a um angulo de 1,0 mrad, assegurando as condicfes de reflexao total.
Cada amostra foi irradiada por 150 s de forma a manter as incertezas estatisticas menores que
4%. A fluorescéncia emitida pelos elementos presentes na amostra foi detectada por um
detector de Si(Li), com resolucdo energética de 165 eV a 5,9 keV, colocado a 90° do feixe

incidente, e a 18 mm da amostra.

4.4.3. Método de analise
A partir dos padrdes com concentragdes conhecidas, foi calculada a sensibilidade

relativa (S;) para cada elemento i a partir da equacdo 7 [36]:

N e
§ =2 (7)
l6a-Ci
onde I, é a intensidade fluorescente do elemento i, C,, é concentracdo de Ga, 1€ a

intensidade fluorescente do Ga e C, é a concentragdo do elemento i. Os limites de deteccédo

(LD) foram calculados de acordo com a equacéo 6.
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4.5. Andlise das intensidades dos espectros obtidos

Para a determinacdo das areas dos fotopicos das linhas caracteristicas de emissdo nos
espectros foi utilizado o software AXIL (Analysis of X-ray spectra by Iterative Least-squares
fitting) contido no pacote de analise quantitativa QXAS (Quantitative X-ray Analysis
System), desenvolvido e distribuido livremente pela IAEA (Agéncia Internacional de Energia
Atbmica) [124]. A andlise feita pelo AXIL é realizada através do ajuste de funcOes
matematicas aos espectros de fluorescéncia obtidos, considerando fun¢Bes gaussianas para 0s
picos fluorescentes e fun¢Bes polinomiais para o fundo (background). O método utilizado é
baseado na minimizacao do qui-quadrado, com otimizacéo feita pelo algoritmo de Marquardt,
no qual as iteracOes sdo interrompidas se a diferenca percentual entre dois qui-quadrados
consecutivos for menor que um determinado valor (neste caso menor que 0,1%), ou um
nimero maximo de iteracfes for alcancado [125]. Neste trabalho foram considerados com
qualidade os ajustes de qui-quadrado menor ou igual a 2 e residuos menores que + 5. Para
facilitar a analise foi criado no préprio programa, um modelo de analise que incluia condigcdes
especificas de calibracdo, regido e elementos quimicos de interesse, alem dos parametros de
background.

As areas correspondentes a soma das intensidades dos espalhamentos coerente e
incoerente foram calculadas utilizando também a funcdo correspondente do software AXIL,
definindo a mesma regido de interesse (ROI) para todos 0s espectros.

As incertezas apresentadas nos valores de concentracdo estdo relacionadas ao desvio

padrdo das areas dos fotopicos, devido a contagem estatistica.

4.6. Validacdo dos métodos de quantificacao
A acurécia dos métodos foi testada através da analise de diferentes materiais — padrdes

certificados e materiais de referéncia secundarios. Dentre os padrdes certificados foi analisado
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um padrdo em p6 (A153) [126] obtido da Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA)
e padrdes liquidos obtidos da Merck®. Como padréo secundario, foi analisada uma solugéo
aquosa de uréia, alcool isopropilico e acido fosforico, com propriedades de atenuacdo
similares a de tecidos normais adiposos, sugerida pela International Commission on Radiation

Units and Measurements (ICRU) [127].

4.7. Micro Fluorescéncia de Raios X
4.7.1. Amostras

As amostras de tecidos mamarios foram obtidas a partir dos blocos de parafina
disponiveis para estudo e arquivados no SERPAT do HC-FMRP/USP. Através da analise das
laminas correspondentes a cada bloco foi marcada uma regido que representava
histologicamente a area de interesse e os tecidos foram retirados dos blocos de parafina
correspondentes as lesbes marcadas. Para retirar as areas de interesse dos blocos foi utilizada
uma agulha de biopsia, e 0 material entdo depositado em um bloco de parafina com varios
orificios (Tissue micro array - TMA), sendo entdo cada orificio preenchido por um caso
diferente. A partir dos blocos de TMA preenchidos, foram feitos cortes histolégicos de 3 pum
(micrétomo Spencer, modelo 820, série 17797), que foram depositados em laminas de vidro
silanizadas a 8%. Uma destas laminas foi corada com HE de forma que, através de um
microscopio de luz convencional, as diferentes regifes dos tecidos pudessem ser identificadas
e utilizadas como referéncia na comparacdo com os mapas produzidos por p-XRF. As demais
laminas foram reservadas para serem posteriormente submetidas a imunohistoquimica.

Apos a retirada dos cortes para a IHQ, os materiais residuais nos blocos de TMA
foram retirados individualmente e submetidos a um processo de desparafinizacdo (ANEXO

[11), cortados em fatias de aproximadamente 60 um e colocados em um porta amostras de
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acrilico e cobertos com filme ultralene®. Os cortes submetidos & analise eram uniformes, de

forma a minimizar diferencas de atenuacéo na superficie da amostra.

4.7.2. Arranjo Experimental

O experimento foi realizado na linha de fluorescéncia de raios X do LNLS em
Campinas [123]. O feixe branco (polienergético) foi colimado por um microcapilar de 20 pum
de diametro interno. As amostras foram posicionadas a 45° com relacdo ao feixe incidente,
sobre uma mesa com 3 graus de liberdade (X, y e z), permitindo um posicionamento
independente da amostra nestas duas dire¢cées. Um microscopio Optico posicionado na direcdo
normal da amostra permitiu um correto posicionamento e escolha da area a ser escaneada. A
escolha das areas foi baseada nas imagens obtidas com um microscopio Otico padrdo das
laminas histologicas coradas com HE. Foi realizada uma varredura na regido selecionada da
amostra, com passos de 0,03 mm em cada direcdo, sendo que a cada passo, um espectro era
detectado. O tempo de aquisic¢éo de cada espectro foi de 10 s.

A fluorescéncia emitida pelos elementos presentes na amostra foi detectada por um
detector de Si(Li), com resolucdo energética de 165 eV a 5.9 keV, posicionado a 90° com

relacdo ao feixe incidente.

4.7.3. Método de analise

Os espectros de fluorescéncia obtidos de cada ponto da superficie da amostra foram
processados pelo software PyMca 4.4.0 [128], que forneceu os mapas de distribuicdo espacial
de cada elemento. Cada pixel da imagem era proporcional a emissdo fluorescente do
elemento-traco naquele ponto, normalizado pela intensidade do feixe incidente. O mapa de
distribuicdo espacial de cada elemento foi comparado com a imagem de referéncia das
laminas coradas com HE dos cortes adjacentes as secOes utilizadas para a obtencdo das

imagens de pu-XRF.
36



Metodologia

4.8. Imunohistoquimica

A preparacdo das laminas submetidas & imunohistoquimica foi descrita na se¢éo 4.7.1.
As amostras foram submetidas & técnica de IHQ, utilizando o Kit Universal da Novocastra®,
seguindo protocolo desenvolvido pelo Laboratério de Patologia Ginecoldgica e Mamaria do
Departamento de Patologia da FMRP/USP (Anexo Ill). Apo6s a reacdo, as laminas foram
cobertas por uma laminula com auxilio de Permaunt®. Os anticorpos utilizados nas reacdes
possuiam marcacdo citoplasmatica e sdo listados na tabela 2. Para revelacdo das reacGes foi
utilizado o diaminobenzidina (DAB). Para todos os marcadores, controles externos positivos e
negativos foram processados juntamente com as amostras para assegurar a precisdo dos
resultados na coloracdo. Os controles negativos foram obtidos com a omisséo do anticorpo
primario.

Tabela 2: Relacéo dos anticorpos utilizados

Anticorpo Clone Marca Diluicéo Controle positivo
MMP 1 3B6 Novocastra 1:50 Mama
MMP2 8B4 Novocastra 1:50 Mama
MMP9 15wW?2 Novocastra 1:200 Cérebro e amidala
TIMP 1 6F6a Novocastra 1:100 Mama
TIMP 2 3A4 Novocastra 1:50 Mama
VEGF A20 Santa Cruz 1:50 Mama

As laminas foram analisadas em microscopio de luz convencional, examinando todos
0S campos em pequeno aumento (4x) e grande aumento (20x) que continham tumor, sendo
consideradas células positivas as laminas com citoplasma corado de marrom escuro apos as
reacdes. As imunoexpressdes das MMPs e TIMPs foram consideradas positivas quando 20%
ou mais das células observadas em um campo de grande aumento apresentavam marcacao
citoplasmatica [129]. A imunoexpressdo para o VEGF foi considerada positiva quando mais

de 1% das células neoplasicas eram marcadas [70].
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4.9. Andlises estatisticas
4.9.1. Diferengas entre as distribuicGes de concentragdes de elementos-trago

Uma vez que a aplicacdo de testes paramétricos exige que os valores da variavel
estudada apresentem distribuicdo normal [110], o primeiro passo da analise estatistica foi
aplicar o teste Kolmogorov-Smirnov de aderéncia a curva normal. O resultado deste teste
mostrou uma caracteristica assimétrica das distribuicdes e, portanto, testes ndo paramétricos
foram aplicados aos dados.

Para avaliar as diferencas entre as distribuices dos elementos-traco em tecidos
normais, normais periféricos e neoplasicos foram utilizados o teste de Wilcoxon (no caso de
amostras pareadas) e o teste de Mann-Whitney (no caso das amostras ndo pareadas). Para
estes testes, que comparam as tendéncias centrais de duas amostras, foi escolhido o nivel de
significancia de o = 0,05, de forma que valores de p < 0,05 indicavam que os dois grupos

possuiam diferencas estatisticamente significantes com relacdo ao parametro analisado [110].

4.9.2. Comparacédo entre as técnicas de EDXRF e TXRF

Alguns trabalhos que comparam diretamente os resultados de técnicas de EDXRF e
TXRF consideram que os valores obtidos nas analises sdo equivalentes, com o mesmo padréo
de aumento das concentracGes em tecidos tumorais, apesar de nem sempre os resultados
coincidirem e ndo realizarem nenhuma analise estatistica para avaliar as diferencas entre os
resultados [17, 81]. Portanto, para verificar se os resultados obtidos pelas duas técnicas eram
iguais foi realizado o teste de Wilcoxon para comparar as tendéncias centrais das distribuicdes
das concentrac6es de um mesmo elemento.

Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando o software SPSS® 13.0.
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4.9.3. Analise de Discriminante

Com o0 objetivo de avaliar a capacidade das distribuicdes de concentragdes de
elementos-traco em classificar diferentes tipos de tecidos, construindo um modelo preditivo
baseado nas caracteristicas observadas, foi aplicada a analise multivariada de funcédo
discriminante nos resultados [110].

Uma vez que as concentracfes dos elementos-traco apresentavam distribuicdes
assimétricas, todos os valores foram transformados para x = logx (onde x representa a
concentracdo do elemento-traco). Também foram realizados testes de normalidade,
homocedasticidade e linearidade com as variaveis, para assegurar a eficacia da aplicacdo da
analise de discriminante.

As fungdes discriminantes foram calculadas através do método direto, no qual foram
utilizadas todas as variaveis do conjunto de dados, independentemente da capacidade
discriminatoria de cada uma na separagdo dos grupos. O critério de classificacdo das amostras
em cada grupo foi baseada na distancia de Mahalanobis, que determina o valor maximo de
separacao entre duas populacfes [111].

As analises foram realizadas considerando as diferencas entre dois tipos de tecidos de
cada vez. Para isso, foi gerada uma funcgéo discriminante linear com base em combinacGes das
variaveis originais, que pertencia a cada dois tipos distintos de tecidos, ou seja, entre tecidos
normais e TNP (grupo 1), normais e neoplasias malignas (grupo 2), entre neoplasias malignas
e TNP (grupo 3), entre normais e neoplasias benignas (grupo 4), e entre neoplasias benignas e
malignas (grupo 5).

Para testar a eficiéncia do método em classificar corretamente novas amostras, foi
adotado o procedimento de validacdo cruzada, no qual cada caso em analise é classificado
pelas funcdes derivadas de todos os casos, exceto o caso em teste [130]. A taxa de erros de

classificacdo de cada grupo é a propor¢éo de casos ndo classificados no grupo.
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4.9.4. Curvas ROC

Com o objetivo de definir um ponto de corte na concentracdo de cada elemento-trago,
acima ou abaixo do qual um resultado diagndstico pudesse ser estabelecido em relacdo a cada
tipo de tecido, foram utilizadas as curvas ROC. O ponto de corte para os valores de
concentracdo dos elementos-trago escolhido correspondia ao ponto no qual os valores de
sensibilidade e especificidade eram simultaneamente maiores [113, 131]. A acuracia do teste
foi considerada excelente quando o valor da area sob a curva foi igual ou maior que 0,8 [113,
122]. O padréo ouro baseou-se no resultado do diagndstico histolégico das 1aminas, realizados

por patologistas do SERPAT/HC-FMRP.

4.9.5. Correlacdo entre as expressoes dos elementos-traco e fatores prognésticos

Para avaliar o papel dos elementos-traco como fatores progndsticos, as concentragdes
de cada elemento-traco foram transformadas em uma variavel dicotémica a partir do valor de
cut-off, indicando se a expressdo (acumulo) era positiva (1, valores maiores ao valor de corte)
ou negativa (0, valores menores ao valor de corte). Essa varidvel dicotdmica foi
correlacionada com os dados clinicopatologicos através do teste exato de Fisher (para 2
variaveis) e do teste de qui-quadrado (para 3 ou mais variaveis).

Os fatores prognosticos avaliados foram: idade, estado menstrual, tamanho do tumor,
grau histologico, estadiamento, acometimento linfonodal, receptores de estrégeno e
progesterona, p53, Her-2, MMP1l, MMP2, MMP9, TIMP1l, TIMP2 e VEGF. As
categorizacOes de cada fator progndstico foram baseadas em trabalhos anteriormente descritos

na literatura [69, 132].

4.9.6. Curvas de sobrevida
As curvas de sobrevida, estimadas pelo método de Kaplan-Meier foram utilizadas para

estudar o efeito isolado das variaveis sobre o prognéstico e para descrever as proporcdes
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acumuladas de O&bitos (sobrevida global), conforme o tempo de acompanhamento das
pacientes [133].

Estas curvas foram construidas considerando a expressdo dos elementos-trago como
variaveis independentes e a sobrevida global como variavel dependente. A data de inicio de
seguimento foi considerada na ocasido do diagnéstico e o evento ou falha, a ocorréncia do
6bito. Neste trabalho, todos os casos de Obito foram decorrentes da presenca da neoplasia
mamaria. Os casos que ndo obtiveram follow-up até o 6bito foram censurados de acordo com
0 método de Kaplan-Meier [134]. Os resultados foram posteriormente comparados através do
teste de log rank, de forma a verificar diferencas significativamente estatisticas entre as curvas

obtidas. A significancia estatistica foi baseada em intervalos de confianca de 95%.

4.9.7. Correlacdes entre as distribuices de concentracdes de elementos-trago

Para verificar a existéncia de correlacbes lineares inversas ou diretas entre as
concentracdes de elementos-traco em tecidos normais periféricos, normais e neoplésicos, o
teste ndo paramétrico de Spearman foi realizado entre pares de elementos [110].

Para avaliar ainda as possiveis correlacbes entre os elementos-trago nas imagens
obtidas por p-XRF, os mapas dos elementos individuais foram combinados fornecendo mapas
de correlacdo, sendo que quando dois elementos estavam presentes em um mesmo pixel da
imagem, a cor do pixel resultante era a soma das cores primarias. Neste trabalho, as cores
primarias utilizadas foram o vermelho e o verde, de forma que as regides de maior intensidade
amarela no pixel indicavam correlacdo entre os elementos-traco sob investigacdo [43]. Para
avaliar a significancia estatistica das correlacdes entre as imagens, foi realizado o teste ndo

paramétrico de Spearman.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Casuistica

Os dados obtidos a partir dos prontuérios das pacientes sdo apresentados na tabela 3.

De um total de 84 prontuérios avaliados, 33,7% das pacientes apresentavam tecido mamario

normal, 50,5% foram diagnosticadas com tumores malignos e 15,7% com tumores benignos.

Todas as pacientes eram mulheres, com idades entre 17 e 88 anos (média de 50 anos). O

tamanho médio dos tumores foi de 3,6 cm (variacdo entre 0,5 e 15 cm).

Tabela 3: Dados clinicopatolégicos das pacientes

Tecidos Normais Neoplasias Malignas Neoplasias Benignas

n° de pacientes % n° de pacientes % n° de pacientes %

Idade (anos)

<30 4 13 0 0 5 36

30-50 20 67 17 38 5 36
50-70 5 17 15 33 4 29

>70 1 3 13 29 0 0

Estado Menstrual
Pré menopausa 24 80 17 38 8 57
Pds menopausa 6 20 28 62 6 43
Tamanho do tumor (cm)

<2 - - 6 14 2 14
2-5 - - 26 62 11 79

>5 - - 10 24 1 7

Graduacéo Histologica [52]

G1 - - 7 19 - -

G2 - - 19 53 - -

G3 - - 10 28 - -

Estadiamento Patoldgico

| - - 0 0 - -

I - - 16 57 - -

i - - 11 39 - -

v - - 1 4 - -

Condicdo linfonodal

Negativo - - 19 45 - -

1-3 - - 7 17 - -

>3 - - 16 38 - -

Obito

Sim 0 0 11 24 0 0

Nao 30 100 34 76 14 100
Receptor de estrégeno

Negativo 0 0 18 45 2 100




Resultados e Discussao

Positivo 3 100 22 55 0 0
Receptor de Progesterona
Negativo 2 100 18 45 2 100
Positivo 0 0 22 55 0 0
HER2

0 2 100 15 38 1 100
1+ 0 0 6 15 0 0
2+ 0 0 10 26 0 0
3+ 0 0 8 21 0 0

5.2. Espectros, sensibilidade, limites de deteccdo e acuracia das técnicas de EDXRF e
TXRF

A Figura 10.a apresenta dois espectros sobrepostos para um mesmo tecido (neoplasia
maligna), obtidos por EDXRF e TXRF. Pode-se observar no espectro de EDXRF a presenca
de varios elementos-trago, como Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn e Br. As setas em azul sem indicagdo
de elementos correspondem as linhas L de emiss@o do alvo de tungsténio do tubo de raios X.
No espectro de TXRF observa-se a presenca de P, S, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu e Zn.
Embora a presenca de varios elementos-trago seja observada nos espectros, os valores de
concentracdo obtidos para alguns elementos como P, S, Ti, V, Cr, Mn, Ni e Br, na maioria das
amostras, estavam abaixo ou muito proximos dos limites de deteccdo e por este motivo foram
excluidos da analise. Desta forma, apenas os elementos Ca, Fe, Cu e Zn presentes em todas as
amostras foram avaliados neste trabalho.

Pode-se notar na figura 10.a que as intensidades dos picos fluorescentes sdo distintas
devido a diferenca de sensibilidade entre ambas as técnicas (figura 10.b), observando-se que a
técnica de TXRF é mais sensivel para elementos mais leves (de menor nimero atémico),
enquanto a EDXRF é mais vantajosa para elementos mais pesados, como Cu e Zn. As regides
de menor background no espectro de EDXRF é justificada pelo uso de monocromador e um

pequeno angulo sélido no detector [17].
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Observa-se ainda que o espectro de TXRF apresenta regides de menor background
pois, devido ao fendmeno da reflexdo total, quase 100% dos fotons incidentes s&o refletidos,
de forma que a radiagdo priméria penetra muito pouco no material e consequentemente a
intensidade da radiacdo espalhada é menor. Além disso, a intensidade fluorescente detectada é

maior, pois a amostra é excitada com a radiag&o incidente e a refletida [17].
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Figura 10: (a) Espectros tipicos de tecidos mamarios neoplésicos obtidos através de EDXRF e TXRF. (b)
Valores de sensibilidade normalizada e (c) limites de deteccdo em fun¢do do numero atdmico (Zi) para

ambas as técnicas
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Os limites de deteccdo das duas técnicas mostram que, para a técnica de EDXRF, estes
valores variam entre 0,2 mg/kg para elementos de maior numero atdmico e 3,5 mg/kg para
elementos mais leves, enquanto para a técnica de TXRF, os valores variam entre 0,02 mg/kg
para elementos de maior numero atdmico e 0,5 mg/kg para elementos mais leves (figura 10.c).

A tabela 4 apresenta os valores certificados e obtidos experimentalmente para as
concentracdes dos elementos-traco presentes nos padrdes analisados para a validacdo dos
meétodos. Pode-se observar que as diferengas entre estes valores foram menores que 7% para
todos os padrdes analisados, validando os métodos de quantificacdo para as analises por

EDXRF e TXRF.

Tabela 4: Resultados obtidos para a validacdo das analises de EDXRF e TXRF

EDXRF
Concentracdo Certificada Concentracdo Obtida Diferencas
Elementos
(mglkg) (mg/kg) (%)
Ca (Padrio A153) 12870,0 12270,2 (+ 451,5)° 4.7
Zn (Padrdo A153) 39,6 41,9 (+1,8)? 6,1
Fe (Padrdes Merck®) 1000,0 952,1 (+ 1,4)* -4,8
Cu (Padrées Merck®) 1000,0 1026,6 (= 2,2)? 2,7
Zn (Padrdes Merck®) 1000,0 979,3 (+ 25,2)* -2,1
Ca (Padréo secundario) 1012,4 973,5 (+ 151,7)% -3,8
Fe (Padrdo secundario) 32,8 30,5 (+7,9? -6,8
Cu (Padrdo secundario) 20,1 21,3 (x1,7) 58
Zn (Padréo secundario) 116,6 110,1 (x 2,2)? -5,6
TXRF

Ca (Padréo secundario) 500,0 525 (+ 40)* 4,7
Fe (Padrdo secundario) 40,0 42 (+3)* 5,0
Cu (Padrdo secundario) 3,0 3,1(x0,2)? 3,3
Zn (Padréo secundario) 20,0 20,4 (+ 1,5)? 2,0

% (+ desvio padréo, n=3).
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5.3. Concentracao dos elementos-traco em tecidos mamarios
5.3.1. DistribuicGes de concentragdes

A figura 11 mostra as distribuicdes das concentracfes dos elementos-tragco em
diferentes tecidos, obtidas a partir das técnicas de EDXRF e TXRF. Estas distribui¢des sdo
apresentadas no formato de boxplot, que apresenta os dados através de seus parametros
descritivos como o range (amplitude), mediana, quartil inferior e quartil superior. E possivel
observar que a maioria das distribuicbes dos elementos-traco sdo positivas e largas, uma
caracteristica comum em pardmetros biologicos [135]. Essas grandes variacGes de
concentracdes podem ser justificadas por varios fatores, tais como as diferencas na
alimentacdo, idade, genética e especialmente as alteragdes histopatologicas devido aos

diferentes tipos de tecido e estagios da doenca, como observado na tabela 3.
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Figura 11: Distribuicbes das concentragdes dos elementos Ca, Fe, Cu e Zn em diferentes tecidos
mamarios, obtidas através das técnicas de EDXRF e TXRF.

A partir da figura 11 é possivel ainda observar que tecidos neoplasicos (malignos e

benignos) indicam concentragdes elevadas de elementos-traco, quando comparadas a tecidos

normais. Para todos os elementos, com excecdo do Fe, as concentracGes em tumores benignos
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sdo maiores que em tumores malignos. Embora as distribui¢cGes de concentragdes mostrem
uma tendéncia de elevagdo dos elementos em tecidos neoplasicos é fundamental verificar se
estas alteragdes apresentam diferengas significativas.

Os resultados dos testes de Wilcoxon (amostras pareadas) e o teste de Mann-Whitney
(amostras ndo pareadas) apresentados na tabela 5 indicam que, com excecdo do ferro e do
cobre, todos os elementos estudados possuem uma distribuicdo de concentragdo com
diferencas significativas quando comparados tecidos normais e neoplasicos (malignos ou
benignos), indicando que os elementos-trago podem ser Uteis na identificacdo da presenca de
neoplasias.

As diferencas significativas nas distribui¢des de Ca, Cu e Zn entre tecidos neoplasicos
malignos e benignos indicam ainda que estes elementos possam ser Uteis na diferenciacdo
entre os tipos de neoplasias. Observa-se ainda na tabela 5, que o calcio e 0 zinco séo o0s
elementos cujas distribuicbes de concentragdes mais se diferenciam dependendo do tipo de

tecido.

Tabela 5: Resultados dos testes de Mann-Whitney e Wilcoxon. (S): diferencas significativas e (NS):
diferencas ndo significativas.

Mann-Whitney U

Ca Fe Cu Zn
. . x EDXRF S S S S
Normais e Malignos (ndo pareados) TXRE S NS NS s
Malignos e Benignos EDXRF S NS S S
TXRF NS NS S NS
Normais e Normais periféricos EDXRF S NS NS S
TXRF NS S NS S
Normais e Benignos EDXRF S NS S S
TXRF S NS S S

Teste de Wilcoxon
Ca Fe Cu Zn
Normais periféricos e malignos (pareados) EDXRF S 5 S S
TXRF NS S S NS
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5.3.2. Magnitude de elevacao das concentracGes e comparacdo com a literatura.

Com o objetivo de quantificar a magnitude dessas elevacbes (ou diminuigdes), as
razdes entre as medianas das concentracdes dos elementos-trago em diferentes tecidos séo
apresentadas na tabela 6, juntamente com os resultados obtidos para esses valores em outros
estudos. A razdo entre as medianas foi escolhida por dois motivos: primeiramente pelo fato de
que os dados apresentam distribuicdo assimétrica e segundo, pelo fato de que quando séo
comparadas as razGes entre medianas, os fatores étnicos que podem influenciar nos valores

absolutos, sdo reduzidos [136, 137].

Tabela 6: Raz8o entre as medianas das concentrag¢Bes dos elementos-traco em diferentes tipos de tecidos.

Elemento Referéncia Técnica Maligno Maligno Benigno Maligno
/ Normal / TNP / Normal / Benigno
Este trabalho EDXRF 3,9 31 11,6 0,4
Este trabalho TXRF 1,5 1,1 2,3 0,6
Drake and SkyPeck (1989) EDXRF - 2,4 - -
Ca Ng et al. (1997) INAA - 6,4 - -
Majewska et al. (1997) TXRF - - - 2,9
Raju et al. (2006) PIXE - 3,0 - -
Siddiqui et al. (2006) AAS 2,3 43 1,7 1,3
Magalhaes et al. (2006) EDXRF - 1,6 - -
Magalhaes et al. (2006) TXRF - 8,3 - -
Kubala-Kukus et al. (2007) TXRF - - - 1,9
Silva et al. (2009) EDXRF - 2,1 - -
Este trabalho EDXRF 1,7 2,0 1,1 1,5
Este trabalho TXRF 1,3 2,4 1,1 1,1
Drake and SkyPeck (1989) EDXRF - 1,1 - -
Ng et al. (1997) INAA - 2,9 - -
Geraki et al. (2002) EDXRF 33 2,2 - -
Fe Geraki et al.(2004) EDXRF 6,07 2 - -
Raju et al. (2006) PIXE - 1,3 - -
Siddiqui et al. (2006) AAS 0,9 0,7 1,6 0,6
Magalhdes et al. (2006) EDXRF 4,6
Magalhdes et al. (2006) TXRF 19,6
Majewska et al. (1997/2007) TXRF - - - 1,7
Kubala-Kukus et al. (2007) TXRF - - - 1,8
Ebrahim et al.(2006) INAA - 1,6 - -
Silva et al. (2009) EDXRF - 3,2 - -
Este trabalho EDXRF 15 1,7 3,5 0,4
Este trabalho TXRF 1,3 1,8 2,1 0,6
Drake and SkyPeck (1989) EDXRF - 2,2 - -
Geraki et al. (2002) EDXRF 42 3,0 - -
Cu Geraki et al.(2004) EDXRF 45 3,2 - -
Raju et al. (2006) PIXE - 1,4 - -
Siddiqui et al. (2006) AAS 15 1,7 2,1 0,7
Magalhdes et al. (2006) EDXRF 0,8
Magalhdes et al. (2006) TXRF 7
Majewska et al. (1997/2007) TXRF - - - 0,8
Kubala-Kukus et al. (2007) TXRF - - - 0,8
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Millos et al. (2008) ICP 1,5 1,4 - -
Silva et al. (2009) EDXRF - 3,0 - -
Este trabalho EDXRF 472 2,4 9,8 0,4
Este trabalho TXRF 2,6 1,7 3,5 0,7
Drake and SkyPeck (1989) EDXRF - 2,7 - -
Ng et al. (1997) INAA - 41 - -
Geraki et al. (2002) EDXRF 51 2,3 - -
zZn Geraki et al.(2004) EDXRF 4,9 4,2 - -
Raju et al. (2006) PIXE - 2,2 - -
Siddiqui et al. (2006) AAS 1,1 1,8 1,1 0,9
Majewska et al. (1997/2007) TXRF - - - 1,2
Kubala-Kukus et al. (2007) TXRF - - - 1,1
Ebrahim et al.(2006) INAA - 1,4 - -
Magalhaes et al. (2006) EDXRF 2,1
Magalhaes et al. (2006) TXRF 6,5
Millos et al. (2008) ICP 43 4.4 - -
Silva et al. (2009) EDXRF - 3,8 - -

A tabela 6 mostra que na grande maioria dos trabalhos, todos os elementos foram
observados em concentra¢fes mais elevadas em tecidos neoplasicos (tanto malignos quanto
benignos), quando comparados a tecidos normais e normais adjacentes. Além disso, as razdes
entre neoplasias malignas e benignas sdo menores que 1 para todos os elementos, exceto para
o ferro, que apresenta razdo proximo a 1. Observa-se ainda na tabela 6 que para um mesmo
elemento, apesar de possuirem um mesmo comportamento (elevacdo ou diminuicdo), notam-
se pequenas diferencas nas razfes quando comparados os resultados entre as técnicas de
EDXRF e TXRF. Estas diferencas serdo discutidas na secdo 5.3.3.

Os resultados obtidos das razfes entre tecidos malignos e normais (amostras

independentes) e entre malignos e tecidos normais periféricos (amostras pareadas), como

mostrado na tabela 6, estdo de acordo com a maioria dos estudos e podem estar relacionados
ao fato de tecidos malignos necessitarem de maiores quantidades de elementos-traco devido a
sua rapida diviséo celular e ao seu metabolismo mais ativo e complexo [39].

As razBes entre as concentracdes dos elementos em tecidos normais adjacentes e

normais saudaveis sdo maiores que 1 para todos os elementos, com excecdo ao Fe. Essas

diferencas podem estar associadas ao desenvolvimento do cancer de mama, uma vez que

muitos tumores invasivos podem se desenvolver a partir de células epiteliais
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morfologicamente normais, pois algumas modificacfes genéticas encontradas em tumores
também séo encontradas no epitélio normal adjacente [138, 139]. Outra hipétese é que tecidos
adjacentes normais a tecidos malignos possam estar induzindo a angiogénese, uma vez que
esta ocorre antes de mudancgas morfoldgicas identificaveis [138, 140].

A determinacdo de concentracBes de elementos-traco em neoplasias benignas é pouco

encontrada na literatura [20, 23, 75]. As razdes das concentragcdes entre neoplasias benignas e

tecidos normais pode ser feita apenas através do trabalho de Siddiqui et al [23]. Neste

trabalho, as razbes sdo maiores que 1 para todos os elementos, 0 que concorda com 0S

resultados deste trabalho. Com relacdo as razdes entre neoplasias malignas e neoplasias

benignas, Majewska et al [20, 75] e Kubala-Kukus et al [40] encontraram para todos os
elementos, exceto para Cu, altas concentragcdes em tecidos malignos quando comparados com
benignos. No presente trabalho, estas raz6es concordam com Majewska et al [20, 75] e
Kubala-Kukus et al [40] apenas para os elementos Fe e Cu. O oposto € observado para Ca e
Zn, uma vez que estes elementos estdo em concentracdes mais elevadas em tecidos benignos
quando comparados com malignos. As razfes dessas alteracfes serdo melhor discutidas na

se¢éo 5.6.

5.3.3. Comparacdo entre os resultados das técnicas de EDXRF e TXRF

Com relacdo a preparacdo das amostras, a analise por EDXRF € mais simples e rapida,
uma vez que as amostras nao necessitam ser digeridas, como no caso da TXRF. Além disso, a
quantidade de material necessario para medidas de EDXRF é menor, comparada com a
quantidade necessaria para digestdo, o que pode ser vantajoso, principalmente em situacdes

em que grandes quantidades de amostra ndo sdo possiveis de serem obtidas.
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De todas as amostras analisadas, 47 foram avaliadas por ambas as técnicas, dentre elas
12 tecidos normais, 19 tumores malignos, 12 tecidos normais periféricos e 4 tumores
benignos. Os resultados do teste de Wilcoxon sdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Resultados do teste de Wilcoxon. *p < 0,05 indica que os 2 grupos sdo significativamente
diferentes

Elemento Tecidos normais TNP Malignos Benignos
Ca 0,005* 0,136 0,002* 0,068
Fe 0,034* 0,099 0,334 0,068
Cu 0,010* 0,530 0,091 0,715
Zn 0,099 0,010* 0,658 0,715

Embora alguns elementos ndo apresentem diferenca estatistica nas concentracdes
obtidas por EDXRF e TXRF, pode-se observar na tabela 7 que as tendéncias centrais das
distribuicdes de um elemento-traco podem ser estatisticamente diferentes de acordo com a
técnica utilizada, principalmente na analise dos elementos-traco em tecidos normais, apesar
das correcdes dos efeitos de matriz na analise dos espectros e das amostras analisadas terem
sido as mesmas. Pode-se atribuir estas diferencas a ndo homogeneidade das amostras [81],
bem como ao seu processo de preparacdo, uma vez que na técnica de EDXRF os tecidos séo
avaliados sem pré processamento e na técnica de TXRF as amostras sdao submetidas a um
processo de digestdo. As maiores diferencas, que podem ser observadas na figura 11, sdo para
0 elemento célcio. A razdo da diferenca deste elemento pode estar relacionada a presenca de
microcalcificacBes no tecido, que podem aumentar significativamente os niveis observados
deste elemento na analise por EDXRF. JA& com o procedimento de digestdo, estas
microcalcificacBes sdo homogeneizadas, o que pode ter sido a razdo da diminuicdo dos niveis
deste elemento na analise por TXRF.

E importante abordar que devido as diferencas obtidas nas tendéncias centrais das

distribuicdes de concentractes de alguns elementos-traco obtidas por EDXRF e TXRF, no
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caso de se utilizar a técnica de fluorescéncia de raios X para uma eventual aplicacdo clinica, é
necessario que sejam estabelecidos alguns padrdes como: a) o procedimento de preparacdo
das amostras; b) procedimento experimental e técnica de medida (EDXRF ou TXRF); c)
metodologia da analise e determinacdo das concentracbes. Uma vez estabelecidos estes
fatores, a comparacdo entre os resultados obtidos por diferentes autores, bem como a
utilizacdo destes elementos para o diagndstico do cancer de mama poderdo ser amplamente
discutidos e validados.

Com base nesta discussdo, as demais analises dos dados serdo levadas a termo
somente com as concentracdes dos elementos-traco obtidas através da técnica de EDXRF. A

mesma analise com os dados obtidos por TXRF encontra-se discutida em Silva 2009 [25].

5.4. Elementos-traco como marcadores tumorais
5.4.1. Modelo preditivo — Andlise de discriminante

A tabela 8 resume o grau de sucesso da classificacdo de cada grupo, onde 0 nimero de
casos classificados e ndo classificados corretamente é exibido. Para cada grupo séao
apresentados dois resultados da classificagdo das amostras: o original e o de validacao
cruzada. Na versdo original, cada amostra é classificada segundo uma funcédo obtida com
todos os casos. Com a validagédo cruzada, foi possivel verificar a eficiéncia deste modelo para
a classificacdo de novas amostras, uma vez que cada caso em analise é classificado pelas
funcbes derivadas de todos os casos, exceto 0 caso em teste. A taxa de classificacdo incorreta

de cada grupo é a proporcdo de casos ndo classificados no grupo.
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Casos corretamente

. Grupo Classificacéo Total
classificados
Grupo 1 Normal TNP
Original Normal 33 11 44
71,2% TNP 10 19 29
Cruzada Normal 32 12 44
67,1% TNP 12 17 29
Grupo 2 Normal Malignos
Original Normal 39 5 44
85,9% Malignos 7 34 41
Cruzada Normal 39 5 44
84,7% Malignos 8 33 41
Grupo 3 Malignos TNP
Original Malignos 24 5 29
91,4% TNP 0 29 29
Cruzada Malignos 23 6 29
84,5% TNP 3 26 29
Grupo 4 Normal Benignos
Original Normal 43 1 44
98,1% Benignos 0 9 9
Cruzada Normal 43 1 44
96,2% Benignos 1 8 9
Grupo 5 Malignos Benignos
Original Malignos 37 4 41
86,0% Benignos 3 6 9
Cruzada Malignos 36 5 41
80,0% Benignos 5 4 9

A tabela 8 mostra que os melhores resultados de classificagdo foram obtidos na

diferenciacdo entre tecidos normais e benignos (grupo 4). De forma geral, os resultados

obtidos podem se considerados satisfatorios, uma vez que apenas quatro elementos foram

utilizados para a obtencdo das funcdes discriminantes. Desta forma, espera-se que a incluséo

de mais elementos e uma casuistica maior resultem em uma melhora gradual na acurécia da

classificacdo [135]. De forma geral, os resultados da analise de discriminante mostraram que

as concentracdes dos elementos-traco podem ser utilizadas na classificacdo de diferentes tipos

de tecidos.

54



Resultados e Discussao

5.4.2. Modelo preditivo — Curvas ROC

Com o objetivo de se obter um ponto de corte que transforme a distribuicdo dos
elementos-traco em uma variavel dicotdmica, de forma que uma amostra com concentracdo
igual ou maior que o ponto de corte € classificada como neoplasica e uma amostra com
concentracdo menor que o ponto de corte € classificada como normal, as distribuicfes dos
elementos-traco foram analisadas através do conceito de curvas ROC. A figura 12 ilustra as
curvas ROC obtidas para todos os elementos em estudo neste trabalho, comparando diferentes
tipos de tecidos. Os valores 0 e 1 utilizados na construgdo das curvas representam o tecido
normal e o tecido neoplasico, respectivamente.

As areas sob as curvas da figura 12 representam a probabilidade de que o teste
classifique uma ocorréncia escolhida aleatoriamente positiva, como sendo superior a uma
escolhida aleatoriamente negativa. A significancia assintotica (que representa o intervalo de
confianca para a determinacdo da area baseado em uma distribuicdo ndo paramétrica) foi

menor que 0,05 para a maioria dos elementos (todos os valores de p séo descritos na tabela 9).
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Figura 12: Curvas ROC obtidas para cada elemento em diferentes tipos de tecidos.

Apesar das areas sob as curvas ROC forneceram uma medida de exatidao do teste, as
coordenadas de sensibilidade e especificidade também sdo importantes uma vez que provéem
informacGes para auxiliar na determinacdo do ponto de corte para determinar os resultados do
ensaio. Como descrito na secdo 4.9.4, o ponto de corte escolhido para os valores de
concentracdo dos elementos-traco correspondia ao ponto no qual os valores de sensibilidade e

especificidade eram simultaneamente maiores [113, 131]. A tabela 9 descreve os valores de
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sensibilidade e especificidade, associados ao ponto de corte escolhido, assim como os valores

das areas sob as curvas e a significncia assintotica na determinacéo das areas.

Tabela 9: Parédmetros das curvas ROC obtidas para os elementos-traco presentes em diferentes tecidos.
Os valores 0 e 1 representam o tecido normal e o tecido com presenca de neoplasia, respectivamente.

Curva a: Tecidos normais (0) e malignos (1)

Elemento  Cut-off (mg/kg) Sensibilidade (%) Especificidade (%) Area sob a curva p
Ca 212,6 70,7 86,4 0,838 0,000
Fe 12,6 78,0 63,6 0,743 0,000
Cu 0,8 53,7 81,8 0,707 0,001
Zn 3,4 75,6 86,4 0,874 0,000

Curva b: Normais periféricos (0) e malignos (1)
Ca 580,9 55,2 93,1 0,757 0,001
Fe 19,3 69,0 93,1 0,837 0,000
Cu 1,0 55,2 82,8 0,740 0,002
Zn 4,0 72,4 82,8 0,824 0,000
Curva c: Tecidos malignos (0) e benignos (1) / * malignos (1) e benignos (0)
Ca 794.,6 77,8 80,5 0,816 0,003
Fe* 20,7 48,7 88,8 0,675 0,103
Cu 0,9 100,0 56,1 0,808 0,004
Zn 4.4 100,0 46,3 0,759 0,016
Curva d: Tecidos normais (0) e benignos (1)
Ca 288,8 100,0 93,2 0,992 0,000
Fe 12,8 66,7 63,6 0,616 0,276
Cu 0,9 100,0 86,3 0,947 0,000
Zn 4,4 100,0 93,1 0,985 0,000
Curva e: Tecidos normais (0) e normais periféricos (1)
Ca 129,3 79,3 68,2 0,737 0,001
Fe 6,7 86,2 27,3 0,487 0,857
Cu 0,9 34,5 84,1 0,549 0,485
Zn 1,1 93,1 54,5 0,712 0,002

Através da tabela 9 observa-se que para cada teste, apenas alguns elementos
apresentaram area sob a curva ROC maior que 0,8: Curva a: Ca e Zn; Curva b: Fe e Zn; Curva
c: Ca e Cu; Curva d: Ca, Cu e Zn; Curva e: nenhum elemento foi considerado excelente para
diferenciar os grupos. Com base nesses resultados, a partir do ponto de corte para cada um
destes elementos, cada amostra foi assinada com o valor de 0 (negativo para o elemento-traco)
ou 1 (positivo para o elemento-trago), transformando entdo a distribuicdo de concentracées
dos elementos-traco através desta variavel dicotbmica.

A figura 13 apresenta as distribuices de concentracbes dos elementos-traco nos
diferentes tecidos estudados, onde se pode observar claramente o potencial destes elementos

como marcadores tumorais. Observa-se nesta figura 13.a uma linha horizontal continua, que
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representa o ponto de corte de 212,6 mg/kg, que separa 0s tecidos normais dos outros tipos de
tecidos, seja ele neoplasico ou normal adjacente & uma neoplasia maligna. Ainda na figura
13.a a linha horizontal pontilhada representa o ponto de corte de 794,6 mg/kg, que permite
diferenciar neoplasias malignas de benignas. As figuras 13.b, 13.c e 13.d ilustram as

distribuicdes de concentracOes e seus respectivos pontos de corte para os demais elementos.

b 3000,00— M Ferro (cutoff - 19.3 mg/kg)
% M Zinco (cutoff - 4.0 mg/kg)
E 2500,00—~ o) o
2 E" 100 ° °
= 2000,00— = o
(8] w
3 S
& 1500,00— - ol
rg :‘::
O 10—
S 100,00~ E
§ """" S | e
g 500,00~
]
o 1-
0,00
I I | I =01 T T
Normal Nprmal Maligno Benigno Normal adjacente Maligno
adjacente
(a) (b)
20— 100
B Zinco (cutoff - 3.4 mg/kg) M Cobre (cutoff - 0.9 mg/kg)
@ Zinco (cutoff - 4.4 mg/kg)
2 2
ﬁ: 15— D
& &
[}
w
3 '§ 10—
g 107 ° s
b= o
c c
3 3
c c
o 5— [°)
© o
___________ 1—
0 0,1
I I ] I [
Normal Maligno Normal Benigno
(d)
(©)

Figura 13: Distribui¢des das concentragdes dos elementos-traco com as linhas pontilhadas representando
os valores de ponto de corte. (a) Distribui¢es de célcio em diferentes tipos de tecidos, onde linha
horizontal continua representa um ponto de corte de 212,6 mg/kg e a linha horizontal pontilhada
representa um ponto de corte de 794,6 mg/kg; Distribui¢des dos elementos Fe, Cu e Zn em (b) tecidos
normais adjacentes e malignos (amostras pareadas); (¢c) normais e malignos; (d) normais e benignos.

Os resultados obtidos a partir da analise de discriminante e da andlise da curva ROC
demonstraram que os elementos-traco podem ser considerados marcadores tumorais uma vez

que: a) suas distribuicbes de concentragcbes podem ser utilizadas para classificacdo de
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diferentes tipos de tecido; b) com um valor de ponto de corte é possivel transformar as
concentragfes em uma varidvel dicotdmica e classificar os tecidos como normais ou
neoplasicos, incluindo diferentes tipos de neoplasias.

A presenca de elementos-trago em concentragdes elevadas em determinados tecidos
pode além de refletir uma pior evolucdo da neoplasia, indicar que esta pertenca a um grupo
agressivo ou ndo, dependendo da sua concentragdo. Isso leva a testar a hipdtese de que os
elementos-trago possam ser considerados além de marcadores tumorais, também fatores

progndsticos para o cancer da mama.

5.5. Elementos-traco como fator progndstico
5.5.1. Correlacéo da expresséo dos elementos-traco com fatores prognosticos

O valor assinado a cada variavel (negativa,0; positiva,1), permitiu avaliar a expressao
dos elementos-traco, e correlaciona-las com os dados clinicopatolégicos através do teste exato
de Fisher (para 2 varidveis) e do teste de qui-quadrado (para 3 ou mais variaveis). Os
resultados obtidos sdo apresentados na tabela 10. Sdo tambeém apresentados nesta tabela os
resultados obtidos através da analise imunohistoquimica com os marcadores de
metaloproteinases de matriz (MMP1, MMP2 e MMP9), os inibidores de MMPs (TIMP1 e
TIMP2) e o fator de crescimento vascular (VEGF).

Observa-se na tabela 10 que as expressdes de todos o0s elementos-traco estdo
correlacionadas com o tipo de tecido. Estes resultados enfatizam a possibilidade destes
elementos serem utilizados como marcadores tumorais. Observa-se ainda que a correlacéo
entre os fatores prognosticos e a expressdo dos elementos-traco foi significativamente
estatistica quando avaliados os fatores idade, estado menstrual e expressao imunohistoquimica

do TIMP2 (cobre).
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Tabela 10: Relagéo entre a expressao dos elementos-traco (-) negativa ou (+) positiva com dados clinicos
de importancia prognostica. Os valores de p < 0,05 estdo destacados em negrito. Os valores entre
parénteses representam a porcentagem da expressdo dentro de cada parametro.

Expresséo de Célcio

Expresséo de Ferro

Expresséo de Cobre

Expresséo de Zinco

+ - + - + - +
Tipo de Tecido
Normal 33 (87) 5 (13) 22(58) 16 (42) 29 (76) 9 (24) 31(82) 7 (18)
Maligno 7(21) 27 (79) 6(18) 28(82)  17(50)  17(50) 7(21) 27 (79)
Benigno 0 10 (100) 3(30) 7 (70) 0 10 (100) 0 10 (100)
Normal Adjacente 11 (44) 14 (56) 13(52) 12(48) 16 (64) 9 (36) 17 (68) 8 (32)
p 0,000 0,003 0,000 0,000
Idade (anos)
<30 0 6 (100) 4 (67) 2(33) 0 6 (100) 0 6 (100)
30 -50 17 (52) 16 (48) 11(33) 22(67) 22 (67) 11 (33) 17 (52) 16 (48)
50-70 3(25) 9 (75) 2(17) 10 (83) 6 (50) 6 (50) 4 (33) 8 (67)
>70 1(11) 8 (89) 0 9 (100) 4 (44) 5 (56) 0 9 (100)
p 0,019 0,028 0,023 0,007
Status Menstrual
Pré menopausa 17 (44) 22 (56) 17 (44) 22 (56) 26 (67) 13 (33) 17 (44) 22 (56)
P6s menopausa 4 (19) 17 (81) 0 21 (100) 6 (29) 15 (71) 4 (19) 17 (81)
p 0,05 0,000 0,005 0,05
Tamanho do tumor
(cm)
<2 1(20) 4 (80) 1(20) 4 (80) 2 (40) 3 (60) 1(20) 4 (80)
2-5 5 (18) 22 (82) 5 (18) 22 (82) 10 (37) 17 (63) 5(18) 22 (82)
<5 1(12) 7 (88) 2 (25) 6 (75) 4 (50) 4 (50) 1(12) 7 (88)
p 0,914 0,922 0,806 0,914
Grau Histolégico [52]
Gl 1(17) 5 (83) 1(17) 5 (83) 5 (83) 1(17) 2 (33) 4 (67)
G2 1(8) 11 (92) 0 12 (100) 5 (42) 7 (58) 1(8) 11 (92)
G3 3(38) 5 (62) 2 (25) 6 (75) 5 (62) 3(38) 4 (50) 4 (50)
p 0,264 0,208 0,228 0,111
Estadiamento
patolégico
| 4 (40) 6 (60) 1(10) 9 (90) 3(30) 7 (70) 4 (40) 6 (60)
1l 3(33) 6 (67) 2(22) 7 (78) 3(33) 6 (67) 2 (22) 7 (78)
1l 0 1 (100) 0 1 (100) 0 1 (100) 1 (100) 0
p 0,719 0,69 0,788 0,271
Status Linfonodal
Negativo 2 (18) 9(82) 2 (18) 9 (82) 8 (73) 3(27) 2 (18) 9 (82)
1-3 0 4 (100) 0 4 (100) 2 (50) 2 (50) 0 4 (100)
>3 5(33) 10 (67) 3 (20) 12 (80) 6 (40) 9 (60) 5 (33) 10 (67)
p 0,33 0,626 0,253 0,33
Receptor de estrégeno
Negativo 3(25) 9 (75) 217 10 (83) 6 (50) 6 (50) 2(17) 10 (83)
Positivo 5(24) 16 (76) 3(14) 18 (86) 12 (57) 9 (43) 6 (29) 15 (71)
p 0,627 0,612 0,486 0,373
Receptor de
progesterona
Negativo 2 (15) 11 (85) 2 (15)  11(85) 7 (54) 6 (46) 2 (15) 11 (85)
Positivo 6 (30) 14 (70) 3(15) 17 (85) 11 (55) 9 (45) 6 (30) 14 (70)
p 0,299 0,669 0,614 0,299
p53
Negativo 3(19) 13 (81) 3(19) 13 (81) 8 (50) 8 (50) 3(19) 13(81)
Positivo 5(29) 12 (71) 2 (12) 15 (88) 10 (59) 7 (41) 5 (29) 12 (71)
p 0,381 0,47 0,437 0,381
HER2
score 0 3(25) 9 (75) 3(25) 9 (75) 10 (83) 2(17) 5(42) 7 (58)
score 1+ 2 (29) 5(71) 0 7 (100) 3(43) 4 (57) 1(14) 6 (86)
score 2+ 1(13) 7 (87) 0 8 (100) 2 (25) 6 (75) 1(13) 7(87)
score 3+ 2 (33) 4 (67) 2 (33) 4 (67) 3 (50) 3 (50) 1(17) 5 (83)
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P 0,814 0,163 0,064 0,369

MMP1

negativo 7 (35) 13(65)  6(30) 14(70)  11(55) 9 (45) 7(35)  13(65)

positivo 2 (29) 5 (71) 1(14)  6(86) 5 (71) 2 (29) 2 (29) 5 (71)
P 0,571 0,393 0,383 0,571

MMP2

negativo 6 (32) 13(68)  7(37) 12(63) 13(68)  6(32) 7(37)  12(63)

positivo 2 (33) 4 (67) 0 6(100)  2(33) 4 (67) 1(17) 5 (83)
p 0,651 0,105 0,147 0,349

MMP9

negativo 8 (36) 14(64)  6(7) 16(73) 12(55) 10(45)  8(36) 14 (64)

positivo 1(25) 3 (75) 1(25)  3(75) 3 (75) 1(25) 1(25) 3(75)
P 0,569 0,713 0,426 0,569

TIMP1

negativo 6 (35) 11(65)  5(29) 12(71)  10(59) 7 (41) 6(35)  11(65)

positivo 3(37) 5 (63) 1(13)  7(87) 4 (50) 4 (50) 2 (25) 6 (75)
P 0,626 0,349 0,504 0,487

TIMP2

negativo 4 (31) 9 (69) 5(38) 8(62)  10(77)  3(23) 4 (31) 9 (69)

positivo 3 (30) 7 (70) 1(10)  9(90) 3(30) 7 (70) 2 (20) 8 (80)
P 0,663 0,144 0,033 0,463

VEGF

negativo 4 (67) 2 (33) 3(50) 3 (50) 5 (83) 1(17) 4 (67) 2(33)

positivo 4 (21) 15(79)  4(1) 15(79) 9(47)  10(53) 4(21)  15(79)
P 0,059 0,194 0,141 0,059

A maioria das pacientes abaixo de 30 e acima de 70 anos apresentaram expressao
positiva para todos os elementos-traco (tabela 8). Entretanto, na casuistica deste trabalho,
todas as pacientes com menos de 30 anos foram diagnosticadas com neoplasia benigna ou
apresentavam quadro de tecido normal, de forma que a correlacdo da idade com a expressao
dos elementos-traco deve ser avaliada sob este aspecto. Com relacdo ao estado menstrual das
pacientes, os resultados indicam que a maioria das mulheres p6s-menopausadas apresentam
uma correlacdo positiva com a expressdo dos elementos-traco.

Néo foram observadas correlacdes significativamente estatisticas para os demais
fatores avaliados, entretanto, 0 namero de pacientes nos subgrupos de fatores progndsticos

pode ter sido pequeno para se detectar uma correlacédo estatistica.

5.5.2. Curvas de sobrevida global
As curvas de sobrevida estimadas pelo método de Kaplan-Meier, utilizadas para

examinar a expressdao dos elementos-tragco em fungdo da sobrevida global de pacientes
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diagnosticadas com tumores malignos, séo apresentadas na figura 14. Os valores dos testes de

log-rank sdo também apresentados nesta figura e indicam que a expressdo do elemento cobre

apresenta correlagdo significativa com relacdo ao tempo de sobrevida. De fato, estudos

relatam que o cobre apresenta uma funcéo crucial no mecanismo angiogénico, e tumores que

se tornam angiogénicos exibem um elevado potencial metastatico, uma das maiores causas da

mortalidade em pacientes com cancer de mama [57, 141].
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Figura 14: Curvas de sobrevida global em funcao da expressdo dos elementos-traco.

62



Resultados e Discussao

Mesmo ndo apresentando diferencas significativamente estatisticas para os outros
elementos, os graficos da figura 14 indicam que a positividade na expressdo dos elementos-
traco estd associada com um maior risco de Obito, exceto para o elemento célcio, cuja
tendéncia € inversa.

O estudo e a aplicacdo de novos marcadores prognosticos podem proporcionar
avancos na area médica, uma vez que podem melhorar a selecdo de pacientes para terapias
adjuntas e proporcionar um nivel mais individualizado na conduta terapéutica. Quanto maior
0 numero de marcadores, maior o nimero de possiveis combinacdes que podem ajudar o
médico a identificar pacientes com tumores muito agressivos e instituir a terapia apropriada
para cada caso, podendo até alterar o curso da doenca. Fatores como a concentracdo de
elementos-traco, avaliados neste trabalho, se mostraram importantes objetos de estudo para

que num futuro proximo sejam estabelecidos como fatores prognosticos.

5.6. Alteracao das concentracgdes dos elementos-traco em tecidos
5.6.1. Célcio

O aumento da concentracdo de calcio nas neoplasias mamarias, em relacdo a tecidos
normais, possivelmente esta associado a presenca de microcalcificacbes nos tecidos, que
podem até influenciar a progressdo dos tumores [83, 142]. A figura 15 apresenta as
distribuicdes de concentracdo do calcio obtidas nos diferentes tipos de neoplasias, onde se
observa que este metal se acumula em maiores niveis em tecidos de menor malignidade. Isto
pode ser justificado pelo fato de o calcio ser inversamente associado com o grau de
malignidade dos tumores devido a diferencas nas estruturas das microcalcificacGes [84, 142].
Cabe ressaltar ainda que esta hipotese também é sustentada pelos resultados da curva de
sobrevida (figura 14.a), que indica que pacientes com expressdo negativa para calcio

apresentam um maior risco de 6bito.
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Figura 15: Distribuic6es de concentracao do célcio nos diferentes tipos de neoplasias.

As diferengas observadas entre os niveis de calcio em neoplasias benignas e malignas
podem estar relacionadas ao tipo de microcalcificacdo que compde cada tecido. No caso de
tecidos benignos, as microcalcificaces sdo compostas por cristais de oxalato de calcio (tipo 1)
e em tecidos malignos compostas por cristais de hidroxiapatita (tipo Il) [84, 85]. Embora as
microcalcificages do tipo Il sejam em principio compostas por hidroxiapatita, elas também
contém quantidades traco de varias impurezas bioldgicas como proteinas e lipideos [84]. Estas
impurezas podem ser encontradas em menores niveis em lesdes benignas e pode ser possivel

que o contetudo mineral total de calcio seja maior em lesdes benignas [142].

5.6.2. Ferro

O aumento da concentracdo de ferro em neoplasias mamarias (mais acentuada em
neoplasias malignas e menos acentuada em benignas — figura 16.a) pode estar relacionado
com a alteracdo nos niveis de proteinas responsaveis pela homeostase do ferro intracelular
(como complexos de ferritina/Fe), fazendo com que este elemento possa apresentar dupla

funcdo: a deficiéncia de ferro pode acelerar o crescimento do tumor devido a ativacdo da
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angiogénese, assim como 0 excesso pode promover a transformagdo de células normais em

celulas neoplésicas por inducdo do stress oxidativo [89, 143-146].
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Figura 16: CorrelacOes entre as expressdes de ferro e (a) tipo de tecido (b) idade (c) menopausa e (d)

menopausa e expressdo de VEGF.

As figuras 16.b e 16.c mostram que a expressdo negativa do ferro ocorre com maior

freqiiéncia em mulheres jovens e pré menopausadas, provavelmente devido a concentracao de

ferro sistémica ser menor em mulheres nestas condigdes [147, 148]. Entretanto, como

observado na figura 16.d, a deficiéncia do ferro pode induzir a formacdo do fator de
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crescimento vascular endotelial (VEGF), fazendo com que estas pacientes sejam mais
suscetiveis a angiogénese [147-150].

As figures 16.b e 16.c mostram ainda que a expressdo positiva do ferro € maior em
mulheres idosas, provavelmente devido ao acumulo de ferro no organismo devido a
menopausa [147, 148]. Este acimulo de ferro pode promover um ambiente pré-oxidante,
contribuindo para o stress oxidativo e tornar essas mulheres mais susceptiveis ao
desenvolvimento do cancer de mama [147, 148].

O maior acimulo de ferro em tecidos neoplasicos malignos em relacdo aos benignos
pode estar relacionado ao nivel de proteinas receptoras de ferro, que aparece em maior
quantidade em neoplasias mamarias malignas quando comparadas a tecidos normais ou

neoplasias benignas [89, 143, 144].

5.6.3. Cobre

Assim como o ferro, 0s niveis de cobre em tecidos mamarios podem estar relacionados
aos processos oxidativos para a producéo de radicais livres, ou ao processo angiogénico [145,
146]. As conseqliéncias do acimulo do cobre com relagdo ao estresse oxidativo sao similares
as do ferro, uma vez que o acumulo deste elemento pode catalisar a producdo de espécies
reativas de oxigénio [57, 151].

A figura 17 apresenta a correlacdo entre a expressdo do cobre e a expressao do VEGF
obtidas neste trabalho, onde se pode observar que dentre os casos positivos para cobre, 91%
também apresentaram expressdo imunohistoquimica positiva para o VEGF. Isto pode ser
justificado pelo fato que baixos niveis de cobre sdo suficientes para a atividade normal de
algumas enzimas, porém em niveis elevados (no caso das neoplasias), o cobre pode estimular
a proliferacdo e a migracdo das células endoteliais, ativando fatores pré angiogénicos como o

VEGF [57, 94, 152]. Cabe ressaltar que neste trabalho, pacientes com expressao positiva para
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0 cobre apresentaram menores taxas de sobrevida global (figura 14.c), concordando com a
hipGtese de correlacdo inversa entre a expressdo do VEGF e a sobrevida global de pacientes

nodo-positivos e nodo-negativos [153].

15+ VEGF
M negativo
@ positivo

Numero de casos

negativo para cobre positivo para cobre

Figura 17: Correlagdo entre a expressao de cobre e VEGF

O acumulo de cobre mais pronunciado em neoplasias benignas pode estar associado a
proteinas dependentes de cobre, como os fatores de crescimento fibroblastico (fibroblast
growth factor - FGF), que controlam o crescimento e a diferenciacao celular e podem regular
0 crescimento das neoplasias benignas da mama [57, 94, 154]. Os FGF sdo expressos na
maioria dos tumores, porém o mMRNASs destas proteinas sd0 expressos em niveis
significativamente maiores em tecidos hiperplasicos e tumores benignos que em tumores
malignos [155-157]. Futuros estudos podem ser realizados com o intuito de avaliar a

correlacdo da expressdao do cobre com os FGF.

5.6.4. Zinco
O aumento dos niveis de zinco em tecidos neoplasicos pode ser atribuido tanto as
causas do tumor, contribuindo com o processo carcinogénico, quanto as consequéncias,

inibindo o processo neoplésico. Sua contribuicdo & tumorigénese pode ser decorrente da
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alteracdo na homeostase do zinco, uma vez que a deficiéncia deste metal pode causar danos
oxidativos, quebra e fragmentacdo do DNA [158], e 0 acimulo pode auxiliar na alta atividade
celular, uma vez que o zinco é um dos elementos responsaveis pela ativacdo da enzima
transcriptase reversa [95, 96, 159].

Outra possivel contribuicdo do zinco com a progressao do tumor, € ilustrada na figura
18, que apresenta a correlacdo da expressdo do zinco com tecidos neoplasicos que
apresentaram expressdo positiva no estudo imunohistoquimico para os marcadores de MMP-
1, -2, -9 e TIMP-1 e -2. Apesar de ndo apresentar correlacdo estatistica significante, os
resultados sugerem uma correlacdo direta entre a presenca de zinco nos tecidos neoplésicos e
a expressdo dos marcadores estudados, que pode ser explicado pela presenca deste metal na
estrutura das MMPs, que degradam a matriz extracelular durante a proliferacdo da neoplasia

[160]. Cabe ressaltar que o papel das TIMPs € inibir a acdo das MMPs [57].

[ negativo para zinco
Il positivo para zinco

Numero de casos

MMP1+ MMP2+ MMP9+ TIMP1+ TIMP2 +

Figura 18: Expressdo do zinco em tecidos positivos para MMP-1,-2,-3 e TIMP-1,-2.

A atuacdo do zinco na supressdao do processo neoplasico pode estar relacionada,
juntamente com o cobre, a atividade antioxidante da enzima Cu/Zn-SOD, uma das principais
defesas contra as ROS, e da sua habilidade de prevenir a formacdo de radicais hidroxila,

competindo pelos sitios de ligagdo com metais de transicdo pré oxidantes, como o ferro [88].
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O acumulo do zinco em tecidos neoplasicos benignos, também pode estar associado a
sua fungdo nas proteinas MMPs, uma vez que niveis plasmaticos destas proteinas sdo

igualmente observados em pacientes com neoplasias benignas e malignas [161].

5.7. Correlagdes entre os elementos-traco e aspectos histologicos
5.7.1. CorrelagOes entre as concentragcdes dos elementos-trago

O papel que os elementos-traco desempenham em tecidos mamarios neoplasicos,
discutidos na secdo 5.6 pode auxiliar no entendimento do mecanismo de acimulo destes
elementos nos tecidos. Estes mecanismos podem ainda de certa forma estar correlacionados,
tendo em vista que as alteracdes do microambiente que podem ser causa ou conseqiiéncia da
tumorigénese sdo bastante complexas [45]. Desta forma, foi realizado o teste de Spearman
para determinar os valores de correlacéo (r) entre as distribuicdes dos elementos.

Os resultados mostraram que tecidos normais apresentam varios elementos
diretamente correlacionados, como o Ca e Cu, Ca e Zn, Cu e Zn, com correlacdo
significativamente estatistica (p < 0,001). Em tumores malignos, apenas o Ca e 0 Zn
apresentaram alta correlacdo (r = 0,64) com significancia estatistica (p < 0,001). Nao foram
observadas correlagdes entre os elementos em tecidos normais periféricos ou fibroadenomas.

Embora ndo tenham apresentado correlacdo significativamente estatistica, outros
elementos mostraram uma tendéncia interessante em tecidos neoplasicos normais e malignos.
As figuras 19.a e 19.b mostram os graficos de correlagdo para estes elementos, onde é
possivel observar que os elementos ferro e cobre estdo positivamente correlacionados em
tumores malignos, corroborando com a hipétese de que ambos contribuem tanto no processo
de stress oxidativo, catalisando a formacdo de ROS [162], quanto no processo angiogénico,

estimulando a ativacao de fatores pré angiogénicos como o VEGF [94, 150]. Além disso, este
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resultado pode ainda ser devido ao cobre ser um importante cofator para o metabolismo do
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ferro [57].
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Figura 19: Correlaces entre os elementos-trago em tecidos mamarios normais e neoplasias malignas

Ainda na figura 19 é possivel observar que os elementos célcio e cobre apresentam

correlacdo direta (r > 0) em tecidos normais e indireta (r < 0) em tumores malignos, o que

concorda com os resultados anteriores que sugerem que o célcio possui associa¢do inversa

com a progressao do cancer [84, 142], enquanto o cobre colabora com sua progressdo [94,

150].
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Poucos trabalhos analisam a correlagdo entre as concentracfes de elementos-traco em
tecidos mamarios em niveis macroscopicos [23, 24, 75, 136], sendo que os resultados
apresentados nestes trabalhos concordam de forma geral com os discutidos acima, entretanto
poderiam ndo ser estendidos em nivel microscopico. Neste trabalho, utilizando a técnica de p-
XRF buscou-se avaliar este aspecto e correlaciona-los ainda com aspectos histolégicos dos

tecidos e a expressdo imunohistoquimica de marcadores de interesse.

5.7.2. Correlacdo espacial — medidas de p-XRF e expressao imunohistoquimica

As correlacbes espaciais observadas microscopicamente apresentaram a mesma
tendéncia macroscopica, como ilustrado na figura 20, que apresenta uma imagem histoldgica
de um tecido normal (figura 20.a), indicando a regido que foi mapeada pela técnica de p-XRF
e as figuras 20.b e 20.c apresentam os mapas de distribuicdo dos elementos calcio e cobre. A
escala de cores indica a intensidade do pixel, que por sua vez esta correlacionada com a area

de emissao fluorescente (concentracdo) do elemento-tragco naquele pixel [43].
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Figura 20: (a) Lamina histoldgica de um tecido normal (aumento x20); mapa de pu-XRF para os elementos
(b) cobre, (c) calcio e (d) correlacdo entre Ca e Cu. O tamanho de cada pixel era de 0,03mm, de forma que
o tamanho real da area mapeada era de 0,63 x 0,54 mm.

As figuras 20.b e 20.c mostram que 0s elementos-traco apresentam um padrdo de
distribuicdo em tecidos normais, praticamente uniformes na superficie da amostra. O teste de
Spearman indicou correlacdo espacial dos elementos Ca e Cu (figura 20.d), com significancia
estatistica (p < 0,001).

A figura 21.a apresenta a lamina histoldgica de um carcinoma ductal de grau 111, onde
se observa a proliferacdo do epitelio ductal. As figuras 21.b, 21.c e 21.d apresentam a
distribuicdo espacial do calcio, do zinco e a correlagdo espacial entre ambos (apresentando
uma significancia estatistica p < 0,001), respectivamente. Observa-se que o calcio e o zinco
acumulam-se com maior intensidade na regido de proliferacdo epitelial, sugerindo a
associacdo destes elementos a presenca das MMPs. Para esta amostra, a marcacao
imunohistoquimica foi positiva para MMP1, TIMP1 e VEGF.

A correlacdo entre os elementos Ca e Zn pode ser atribuida a presenca de
metaloproteinases de matriz (MMPs) em regifes do tumor, uma vez que além do zinco, estas
proteinas também contém ions de calcio em seu dominio catalitico, essenciais para manter a

sua estabilidade estrutural e atividade, deixando-as menos susceptiveis a desnaturacdo e
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protedlise [163-165]. Cabe ressaltar que os elevados niveis de calcio observados em tecidos
neoplasicos provavelmente associados & presenca de cristais de hidroxiapatita (HA) podem
ainda desempenhar um importante papel na progressdao tumoral, pois além de realcar a
mitogénese em células mamarias epiteliais e tumorais, podem induzir a producdo de uma

variedade de MMPs [97].
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Figura 21: (a) L&mina histolégica de um tecido com carcinoma ductal de grau 111 (aumento x20); mapa de
p-XRF para os elementos (b) calcio, (c) zinco, (d) correlagédo entre Ca e Zn, (e) ferro, (f) cobre e (g)
correlacéo entre Fe e Cu. O tamanho de cada pixel era de 0,03mm, de forma que o tamanho real da area
mapeada era de 0,72 x 0,81 mm.
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Nas figuras 21.e, 21.f e 21.g é possivel observar ainda as distribuicdes espaciais dos
elementos ferro e cobre, e a correlacdo entre ambos (p <0,001). Nota-se que tanto o ferro
quanto o cobre se acumulam com maior em intensidade na regido de proliferagdo epitelial,
resultado possivelmente relacionado com importantes aspectos das neoplasias: a) ao papel de
ambos no processo angiogénico e nos processos oxidativos para a producgéo de radicais livres
[145, 146], e b) a funcdo do cobre de estimular a proliferacdo e a migracdo das células
endoteliais, e ativacdo fatores pré angiogénicos como o VEGF [57, 94]

A figura 22.a apresenta uma lamina histol6gica de um carcinoma ductal de grau |
marcada positivamente para VEGF e as figuras 22.b e 22.c mostram as distribui¢Ges de ferro e
cobre neste tecido, indicando que a distribuicGes espaciais destes elementos estdo

correlacionadas com a marcagdo de VEGF.
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Figura 22: (a) Lamina histoldgica de um tecido com carcinoma ductal de grau | (imunohistoquimica,
positiva para VEGF, aumento x20); mapa de p-XRF para os elementos (b) ferro e (c) cobre. O tamanho de
cada pixel era de 0,03mm, de forma que o tamanho real da area mapeada era de 0,60 x 0,81 mm.

No caso de neoplasias benignas, apesar de ndo terem sido observadas correlacGes
macroscopicas, observou-se correlacdo entre as distribuicdes espaciais de calcio e zinco. A
figura 23.a mostra uma ldmina histolégica de um fibroadenoma, caracterizada por varios
fatores como, por exemplo, uma proliferagédo epitelial ductal, evidenciada pelo aumento dos

ductos mamarios.
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(e) ()
Figura 23: (a) Lamina histolégica de um tecido com fibroadenoma (aumento x4); mapa de pu-XRF para os
elementos (b) calcio, (c) zinco e (d) correlacédo entre ambos. Laminas histologicas de (e) células positivas
para MMP1 (imunohistoquimica, marcacdo citoplasmatica, x20) e (f) células positivas para TIMP2
(imunohistoquimica, marcacao citoplasmatica, x20). O tamanho de cada pixel era de 0,03mm, de forma
gue o tamanho real da area mapeada era de 1,23 x 0,81 mm.

Nas figuras 23.b e 23.c pode-se observar que a distribuicdo espacial dos elementos
calcio e zinco apresentam um padrdo similar de distribuicdo, que quando comparados a
lamina histoldgica, indicam um maior acumulo destes elementos na regido de proliferacdo
ductal. Na figura 23.d observa-se 0 mapa de correlacdo destes elementos, que apresentou
significancia estatistica (p < 0,001). Estes resultados corroboram com a hipdtese que as
expressdes dos elementos calcio e zinco possam estar correlacionados em tecidos alterados
devido a presenca destes na estrutura de proteinas MMPs [24, 163, 165]. Esta hipoOtese é
sustentada ainda pela comparacdo dos mapas de distribuicdo dos elementos com os resultados
de marcacdo imunohistoquimica (figuras 23.e e 23.f), que mostram a expressao positiva de
MMP1 e TIMP2, também na regido de proliferacao ductal.

Cabe ressaltar que os resultados obtidos acerca da associacdo entre a distribuicdo
espacial dos elementos-traco e a marcacdo imunohistoquimica sdo observacdes preliminares,

devido ao pequeno numero de amostras avaliadas neste estudo. Entretanto, alguns deles
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parecem ser consistentes com as hipéteses discutidas sobre a funcdo dos elementos-trago em

neoplasias mamarias.
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6. Conclusoes

6.1. Determinacdo da concentracdo de elementos-traco através de EDXRF e TXRF

Neste trabalho foram utilizadas as técnicas de EDXRF e TXRF para determinar as
concentragdes de Ca, Fe, Cu e Zn em tecidos normais e neoplasicos de mama. Dentre as
vantagens da técnica de EDXRF destacam-se a pequena quantidade de material necessario
para analise e o fato de ser uma técnica ndo destrutiva uma vez que ndo necessita de digestdo
e homogeneizacdo como requer a TXRF. Dentre as vantagens da técnica de TXRF, pode-se
citar a possibilidade de padronizagdo interna das amostras para quantificacdo das
concentracdes de elementos-traco, menores limites de deteccdo e maiores valores de
sensibilidade. Todos os elementos identificados foram encontrados em concentragfes maiores
em tecidos neoplasicos quando comparados a tecidos normais, com significancia estatistica (p
<0,05).

Devido as diferencas obtidas nos resultados de EDXRF e TXRF, no caso de se utilizar
a técnica de fluorescéncia de raios X para uma eventual aplicacdo clinica, é necessario que 0s
procedimentos experimentais e de preparacdo das amostras, assim como a metodologia da
analise, sejam estabelecidos por padrdes interlaboratoriais. Desta forma, a XRF pode ser
utilizada como técnica complementar ao diagnostico de neoplasias mamarias, assim como

para outros tipos de neoplasias.

6.2. Elementos-traco como marcadores tumorais

A combinacéo das concentrac@es dos elementos-traco em tecidos mamarios e técnicas
estatisticas apropriadas (analise de discriminante e curvas ROC) mostrou-se uma ferramenta
eficaz para distinguir diferentes tipos de tecidos mamarios, incluindo a distin¢do entre

neoplasias malignas e benignas.
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A acuracia preditiva da andlise discriminante sugere que a técnica de XRF pode ser
utilizada como uma ferramenta adicional na identificacdo precoce das neoplasias mamaérias,
utilizando as concentragbes dos elementos-trago em amostras de mama (por exemplo,
bidpsias) para classificar diferentes tipos de tecido.

Através da anéalise das curvas ROC foi ainda possivel determinar valores de pontos de
corte para classificar os tecidos como neoplasicos ou normais, utilizando a concentragdo dos

elementos-traco como marcadores tumorais.

6.3. Elementos-traco como fator prognostico

A partir dos valores de corte obtidos da analise das curvas ROC foi possivel avaliar a
expressdo dos elementos-traco, e correlaciond-las com os dados clinicopatologicos de
importancia prognostica. As expressdes de todos o0s elementos-trago Se mostraram
significativamente correlacionadas com parametros como tipo de tecido, idade e estado
menstrual. Além disso, tendéncias diretas e indiretas foram observadas na correlacdo da
expressdo dos elementos-traco com outros parametros clinicos. O elemento cobre mostrou
ainda correlacdo estatistica com a sobrevida global.

O conhecimento dos fatores prognosticos sdo fundamentais para que o médico
considere a eficacia de diferentes alternativas de tratamento e a relacdo custo/beneficio de
resultados para o paciente. Os resultados obtidos sugerem que a expressao dos elementos-
traco é uma ferramenta em potencial para esta tarefa, podendo ser integrada no processo de

decisdo, bem como para individualizar o tratamento.

6.4. Funcdes e correlacdes entre elementos-traco em tecidos
Os niveis elevados dos elementos-traco em tecidos mamarios neoplasicos observados

neste trabalho podem estar associados tanto & causa como consequéncia da presenga da
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neoplasia. Com relagdo as causas, pode-se citar que os niveis elevados de Fe e Cu podem
catalisar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Com relagdo as conseqiiéncias,
pode-se citar o papel do Fe e Cu na angiogénese favorecendo o crescimento do tumor, e a
presenca do Ca e Zn nas metaloproteinases de matriz (MMPs), que degradam a matriz
extracelular de tecidos neoplasicos.

Estas hipdteses foram avaliadas através da correlacdo dos resultados de p-XRF e
imunohistoquimica, e os resultados indicaram que a expressdo dos elementos-traco célcio e
zinco estdo diretamente correlacionados com os marcadores MMPs e TIMPs, assim como o

Fe e 0 Cu estéo para o VEGF.

7. Contribuicdes deste trabalho para a area de conhecimento

Uma vez que o cancer de mama se desenvolve como resultado de uma combinagéo de
diversos fatores, é dificil a identificacdo de apenas um fator especifico ou mecanismo
responsavel pela doenca. Neste trabalho focamos entender o mecanismo de acUmulo de
elementos-traco em tecidos neoplasicos por meio da combinacéo das técnicas de fluorescéncia
de raios X e imunohistoquimicas, bem como avaliar seu papel diagndstico e progndstico.

Os resultados deste trabalho demonstram a eficacia das técnicas de XRF tanto em
aplicacGes diagnosticas quanto no auxilio em entender os fendmenos celulares e/ou
moleculares do cancer de mama. Além disso, os resultados sdo clinicamente relevantes, pois
além de colaborar com o diagnostico da doenca e um melhor entendimento do papel destes
elementos no ambiente tumoral, terapias alvo podem ser desenvolvidas com base na

expressao dos elementos-traco.
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PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS DOS PRONTUARIOS

NUmero prontuério:
Data clinica: Follow up:
Idade:
Menopausa: [ pré N pos
Cirurgia: [] mastoplastia redutora O retirada de nédulo
[0 mastectomia radical O retirada de linfonodos axilares
NUmero Bidpsia:
Mama: [ Direita [ Esquerda [ Bilateral
Tamanho do Nédulo:

Diagnéstico bidpsia:

Metéstase linfonodal: [] sim []néo guantos:
Metéstase a distancia: O sim O nao onde:
Bloom e Richardson: grau H M_ N_

R. Estrdogeno:

R. Progesterona:
Her 2:  score:
p53:

outros:

AnNexos
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ANEXO 11

PROTOCOLO DE IMUNOHISTOQUIMICA
Desenvolvido pelo Laboratério de Proliferagédo Celular
do Departamento de Patologia da FMRP/USP

1. Preparagéo e Bateria de desparafinizacéo:
e  Cortar no micrétomo as amostras de tecido parafinados com 3um e colocar em laminas silanizadas a
8%);
e  Desparafinizar o tecido em xilol I, 1l e Il por 5 minutos cada;
e Reidratar o tecido passando em alcodis decrescentes (absoluto, 95% e 70%), por 3 minutos cada;
e Lavar em agua corrente e em agua destilada;
2. Recuperacéo antigénica
e Mergulhar as laminas em um recipiente com tampao Citrato® (pH 6,0) e deixar por 40 minutos na
panela de vapor. A funcdo desta etapa é recuperar as estruturas das proteinas, uma vez que foram
fixadas em formol e parafinadas.
e  Deixar esfriar por 20 minutos em temperatura ambiente e depois lavar em agua corrente e em agua
destilada;
e Lavar as laminas com PBS” (pH 7,4) e circular as laminas com a caneta hidrofébica (Pan Pen), de
forma que a soluc¢do fique concentrada no material, na area delimitada pela caneta;
3. Bloqueio da Peroxidase Endégena
e  Colocar a solucéo peroxidase enddgena® por 10 minutos;
e Lavar em PBS por duas vezes de 5 minutos cada;
e Lavar em TBST® por 5 minutos;
4. Blogueio dos anticorpos inespecificos
e Colocar a solucéo (BSA 2% em PBS pH 7,4 com o detergente tween 20 a 0,05%) por 10 minutos;
e Lavar com TBST por 3 minutos;
5. Anticorpo primario
e Incubar no Anticorpo primario overnight (os anticorpos sao previamente diluidos em BSA e
conservados em geladeira a 4°C);
e Lavar em TBST por trés vezes de 3 minutos cada;
6. Anticorpo secundario
e Incubar no Anticorpo secundario (Post primary - Kit Novolink) por 30 minutos;
e Lavar em TBST por trés vezes de 3 minutos cada;
e Incubar no polimero (Kit Novolink) por 30 minutos;
e Lavar em TBST duas vezes de 3 minutos cada;
e Lavar em Tris-HCI® (pH 7,6) por 3 minutos;
7. Revelagdo com o DAB

e Aplicar o DAB por aproximadamente 6 minutos (5 a 12 minutos);
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e Lavar em dgua destilada;
e Contra-corar com Hematoxilina por 10 a 20 minutos;
e Lavar em 4gua corrente e azular em gua amoniacal;
e Lavar em agua destilada;
8. Bateria de desidrataco e diafinizagdo
o Desidratar as laminas passando pelos alcodis em ordem crescente (70%, 95% e absoluto)
o Diafanizar (passar pelo xilol para retirar todo o restante de parafina)

e  Montar a lamina final utilizando Permount® para colar a laminula.
REAGENTES E SOLUCOES:
a. Tampdo Citrato pH 6,0 = 2,10 g de Citrato, 1 L de agua destilada.

b. PBS (Phosphate buffered Saline) pH 7,4-> 32,68 g de Cloreto de sodio, 4,2 g de Fosfato de sodio dibasico,
1,44 g de Fosfato de sodio monobasico, 4 L de agua destilada. Ajustar o pH com NaOH 1M.

c. Peroxidade Enddgena = 30 ml de PBS, 1 ml de agua oxigenada, 30 ml de metanol.
d. TBST concentrado pH 7,6 - 80 g de NaCl, 6,05 g de Tris (PM 121,1 g), 1 L de agua destilada, 4,4 ml de HCI
1M. Se precisar ajustar o pH com HCI 1M. Diluir 100 ml de TBS concentrado com 900 ml de agua destilada

(1:10) e acrescentar 500 ml de tween 20.

e. Tris-HCI pH 7,6 - 6,06 g de Tris, 950 ml de agua oxigenada. Ajustar o pH com HCI 1M puro
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