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Furuse, CF. Espectroscopia FT-Raman no diagnóstico do carcinoma 

espinocelular de mucosa bucal. Estudo “ex vivo” em humanos. [Tese] 

Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 

2006. 

 

O câncer é uma das doenças mais sérias que têm ameaçado a saúde e a 

vida e sua influência tem aumentado. Dentre os cânceres, o de boca 

constitui-se um grave problema de saúde pública em várias regiões do 

mundo, inclusive em países desenvolvidos, estando entre os 10 tipos 

mais comuns. A espectroscopia FT-Raman é uma ferramenta analítica 

moderna cujo uso no diagnóstico do câncer poderá apresentar inúmeras 

vantagens para os pacientes, resultados mais rápidos com o mínimo de 

invasibilidade. Neste estudo, foram analisados espectros FT-Raman de 81 

amostras de tecido neoplásico e 48 de mucosa bucal normal, de 26 e 18 

pacientes, respectivamente. Um laser Nd:YAG à 1064nm foi utilizado 

como fonte de excitação no FT-Raman, RFS 100/S Espectrômetro, 

Bruker, Alemão.  As biópsias foram divididas em dois fragmentos, um 

seguiu a rotina de procedimentos para diagnóstico. O outro foi 

imediatamente armazenado em tubo criogênico de 1,2 ml Nalgene® e 

congelado em galão de nitrogênio líquido, numa temperatura de 196ºC 

negativos, para preservação e manutenção de todas as estruturas 

teciduais. Os espectros FT-Raman obtidos foram analisados através da 
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Análise dos Componentes Principais (PCA). A análise foi executada 

comparando o tecido normal com o CEC. A PCA foi usada para verificar 

as diferenças estatísticas na amostra.  A técnica de PCA provou ser 

eficiente para análise, mostrando que a Espectroscopia FT-Raman 

apresentou resultados significativos.  

Palavras-chave: Análise Espectral Raman, Carcinoma de Células 

Escamosas, Diagnóstico, Câncer Oral. 
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Furuse, CF. FT-Raman Spectroscopy Study of Human ex vivo Squamous 

Cell Carcinoma. [Tesis]  Araçatuba: UNESP - São Paulo State University; 

2006. 

 

Cancer is one of the most serious diseases threatening human health and 

life, and the influence of this disease becomes increasing. Among the 

cancers, oral cancer is constituted in a serious health problem in several 

areas of the world even in developed countries. Globally oral cancer is one 

among the 10 most common cancers. FT-Raman spectroscopy is a 

modern analytical tool and it is believed that its use for cancer diagnosis 

will lead to several advantages for patients, faster results and a 

minimization of invasivity. In this study, were analyzed FT-Raman spectra 

of 81 sample of malignant human oral lesions, Squamous Cell Carcinoma 

(SCC) and 48 of non-diseased, of 26 and 18 patient, respectively. A Nd: 

YAG laser at 1064nm was used as the excitation source in the FT-Raman, 

RFS 100/S Spectrometer, Bruker, Germany. The biopsies were divided in 

two fragments, one followed the routine of procedures for diagnosis. The 

other was stored immediately in cryogenic tube of 1,2 ml Nalgene® and 

frozen in gallon of liquid nitrogen, in a temperature of 196ºC negative, for 

preservation and maintenance of all the tissues structures. Principal 

Components Analysis (PCA) was applied to FT-Raman spectra of non-
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diseased and SCC. PCA was used to verify the statistical differences in 

the sample. The technique of PCA proved to be efficient for analysis, 

showing that FT-Raman Spectroscopy showed significant results. 

Keywords:  Lasers, Spectroscopy, Oral Cancer, Squamous Cell 

Carcinoma, Principal Components Analysis. 
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1 INTRODUÇÃO* 

O câncer é uma das doenças mais sérias que têm 

ameaçado a saúde e a vida da população, sua incidência tem aumentado 

nos últimos anos. É impossível controlar o progresso do câncer de 

pacientes em fases terminais. 1 Dessa forma, o diagnóstico precoce e a 

terapia adequada e imediata tem sido as mais efetivas técnicas para que 

se consiga aumentar a taxa de sobrevida do paciente. 1,2  

Dentre os cânceres, o de boca constitui-se em um grave 

problema de saúde pública.3-6 Em países em desenvolvimento o câncer 

de boca é o terceiro mais freqüente, após o câncer de cérvix e estômago.7 

A sobrevida global aos 5 anos gira em torno de 55%, 

sendo que 20% da mortalidade é associada à própria evolução do tumor e 

20% a segundos tumores primários.3,5,8 A baixa taxa de sobrevida, apesar 

dos avanços nas modalidades terapêuticas está associada à detecção 

tardia3,9 e demora no diagnóstico. 6,10,11 

O método padrão utilizado para se obter o diagnóstico de 

uma lesão tem sido a biópsia e análise histopatológica.11 Este método se 

baseia na análise subjetiva dos cortes obtidos da peça operatória e 

*Normalização segundo as Normas para publicação da Revista Oral Oncology (Anexo II) 
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depende da experiência individual do patologista, 12-15 podendo levar a 

repetições de biópsias, 16 o que pode atrasar o diagnóstico e aumentar o 

custo. 10,17  

Através do exame histopatológico, pode-se avaliar o grau 

de diferenciação celular, número de mitoses, características citológicas, 

morfológicas e estruturais. Entretanto, a biópsia convencional apresenta 

algumas desvantagens como, a necessidade de remoção do tecido a ser 

analisado, a não obtenção do resultado imediato, o armazenamento 

inadequado pode induzir alterações bioquímicas no tecido biopsiado, e 

finalmente, o diagnóstico histopatológico baseia-se nas anormalidades 

morfológicas 12,17,18 e não nas mudanças das estruturas na bioquímica do 

tecido. 11 Dessa forma, tem-se buscado o desenvolvimento de uma 

técnica diagnóstica rápida e precisa.11,17 

Nesse sentido, uma das técnicas que apresenta potencial 

para contribuir para o diagnóstico do câncer é a espectroscopia ótica 

(ANEXO III), que tem demonstrado ser uma alternativa na detecção de 

alterações neoplásicas.1-3,5,10,12,13,17,19-35  

Esta técnica é rápida, objetiva, não invasiva e pode ser 

desenvolvida para análise in situ da lesão, evitando a necessidade da 

remoção de fragmentos de tecido e preparação das amostras para 

análise histológica.12,14,15,17,20,28,31 Uma das principais vantagens desta 
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técnica é que ela fornece informações sobre as alterações bioquímicas, 

estruturais e fisiopatológicas dos tecidos. 11-13,17 

A Espectroscopia Raman é uma técnica óptica que fornece 

informações sobre os graus de vibração molecular das amostras sendo 

utilizada em estudos analíticos quantitativos e qualitativos nas áreas de 

química, geologia, farmacologia, e físicas de estado sólido.36 

Recentemente, emergiu como uma ferramenta analítica não-destrutiva 

para caracterização bioquímica de sistemas biológicos, por possuir 

inúmeras vantagens como sensibilidade a pequenas mudanças 

estruturais, não ser invasiva e apresentar alta resolução espacial de 

campo, no caso da microscopia Raman. 

Esta técnica quando emprega a Transformada de Fourier 

(FT) que utiliza fontes luminosas na região próximo ao infravermelho que, 

devido à supressão da fluorescência, consegue identificar sinais Raman 

fracos (ANEXO III).36 

Dessa forma, foi objetivo deste estudo analisar espectros 

de tecido normal e de carcimona espinocelular de boca através da Análise 

dos Componentes Principais (PCA), verificando a possibilidade da 

espectroscopia FT-Raman se tornar um exame diagnóstico para o 

carcinoma espinocelular de boca. 
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2 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

Esta pesquisa foi realizada após aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia do Câmpus de 

Araçatuba - UNESP, conforme Resolução no. 196/96 do Conselho 

Nacional de Saúde (ANEXO I). Todos os pacientes foram informados 

sobre a pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Esclarecido. 

Foram colhidas 81 amostras de tecido neoplásico e 48 de 

tecido normal, de 26 e 18 pacientes, respectivamente, matriculados no 

Centro de Oncologia Bucal (COB), Unidade Auxiliar da Faculdade de 

Odontologia do Câmpus de Araçatuba – Unesp, no período entre 

setembro de 2004 e setembro de 2006, cada amostra proporcionou 3 

espectros Raman. 

As biópsias foram divididas em duas partes, uma seguiu a 

rotina de procedimentos para diagnóstico. A outra, foi imediatamente 

armazenada em tubo criogênico de 1,2 ml Nalgene® devidamente 

identificado e numerado, sendo mantida a identidade do paciente em 

sigilo. Estas amostras foram congeladas em galão de nitrogênio líquido, 

numa temperatura de 196ºC negativos, para preservação e manutenção 

de todas as estruturas teciduais. Depois foram levadas ao Laboratório de 
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Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB), no Instituto de Pesquisa e 

Desenvolvimento da UNIVAP – São José dos Campos/SP. 

 

2.1 Realização da Espectroscopia de FT-Raman 

A espectroscopia foi realizada no Laboratório de 

Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB), no Instituto de Pesquisa e 

Desenvolvimento da UNIVAP – São José dos Campos, utilizando 

aparelho FT-Raman (FT-Raman Spectrometer RFS 100 da Bruker 

Alemão) com laser Nd:YAG emitindo um comprimento de onda em 1064 

nm (Figura 1). 

 

Figura 1 - FT-Raman Spectrometer RFS 100, Bruker 
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Os fragmentos foram descongelados individualmente em 

solução de soro fisiológico a 0,9%, para que o tecido alcançasse 

rapidamente a temperatura ambiente e mantendo-o úmido evitando a 

degradação e desidratação. Na seqüência, foram colocados em um porta-

amostra de alumínio. 

O porta-amostra foi fixado em um suporte específico 

dentro do compartimento de amostras no equipamento FT-Raman, sendo 

posteriormente fechado. O espectro de Raman foi obtido fazendo-se a luz 

monocromática do laser Nd:YAG incidir sobre 3 pontos distintos de cada 

amostra, numa potência de 155mW e 300 scans em cada ponto da 

amostra. O tempo total não ultrapassou 10 minutos. 

Após a incidência do laser, a luz espalhada foi captada por 

uma fibra óptica composta de um interferômetro de Michelson e um 

detector de germânio refrigerado por nitrogênio líquido. A luz espalhada 

chega ao detector que converte a intensidade da luz em sinais elétricos, 

que por sua vez, são interpretados em um computador na forma de 

espectro Raman. No computador foi realizada a conversão dos dados 

obtidos pela expressão matemática da Transformada de Fourier, 

produzindo um espectro com seus picos característicos para as amostras 

em estudo. 

Após a coleta dos espectros, os fragmentos dos tecidos 

analisados foram armazenados em frascos contendo formol a 10%, 
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encaminhados para exame histológico para confirmação do resultado 

obtido através da espectroscopia.  

 

 

2.2 Análise dos Dados 

Para análise foram selecionados os espectros Raman 

obtidos apenas daqueles fragmentos identificados histologicamente como 

sendo mucosa e estroma, para comporem o grupo “Normal”, e CEC para 

o grupo "CEC". 

Foi realizada a discriminação quantitativa entre os grupos 

analisados utilizando a PCA, aplicada para reduzir dimensionalmente as 

variáveis de um grupo de dados através de uma análise de covariância 

entre os diferentes fatores. Desta maneira, a PCA se torna útil 

possibilitando organizar grande quantidade de informações em pequenos 

grupos de componentes semelhantes.37 Os espectros foram submetidos a 

PCA através do software MINITAB ® Release 14.20 ou OPUS ®. 

A PCA extrai as informações relevantes dos dados 

originais e gera um novo conjunto de variáveis, chamado de 

Componentes Principais (PC) e score (S).  

O S representa a importância de cada PC na formação do 

espectro original, isto pode ser usado para construir um algoritmo 
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baseado na PCA para relacionar os achados histológicos ao espectro 

Raman. 

O PC está relacionado à variação mais importante que 

ocorre em todos os espectros; o primeiro PC representa a maioria das 

variações dos dados, os últimos representam apenas ruídos. 
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3 RESULTADO 

 

O gráfico 1 mostra um espectro típico de mucosa normal e 

carcinoma espinocelular de boca no intervalo entre 800 e 1800cm-1. Esta 

figura foi obtida diretamente após exposição ao laser, mostrando ausência 

de fluorescência de fundo e a eficiência da energia a 1064nm na 

supressão da excitação eletrônica. 

Os dados foram normalizados no pico de 1450 cm-1. 

Foram observadas diferenças na intensidade vibracional das bandas tanto 

no tecido normal quanto no tumoral, podendo ser usada para diferenciá-

los. 
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Gráfico 1 - Espectro típico de mucosa normal e carcinoma espinocelular de boca no 

intervalo entre 800 e 1800 cm-1 

 

O gráfico 2 ilustra os quatro primeiros PCs que se 

assemelham ao espectro Raman, porém com bandas positivas e 

negativas. 

Uma vez que o PC2 apresenta bandas de intensidade 

positiva e todas as principais bandas estão nas mesmas posições, assim 

como, no espectro de tecido normal, demonstra informação qualitativa 

relativa ao tipo de tecido. O PC4 tem as mesmas posições de banda, mas 

algumas bandas são negativas, indicando diferenças de intensidade. 
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Posteriormente, foram relacionados os componentes 

principais PC1 e PC2 de cada agrupamento através da construção de 

gráficos de dispersão. Nesta classificação foi traçada uma linha reta 

aleatória entre os clusteres de interesse utilizando o software ORIGIN 7.0. 
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Gráfico 2 - Principal Componente 1, Principal Componente 2, Principal Componente 3 e 

Principal Componente 4 obtidos do espectro Raman. 

 

No Gráfico 3 estão os gráficos binários plotados do PC1 

versus PC2. Para separar claramente os tipos de tecido, uma linha 

empírica de diagnóstico baseada na melhor separação visual foi traçada. 
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Como pode ser visto nos Gráficos 3, 4 e 5, esta linha pode identificar e 

separar corretamente os dois tipos de tecido, mostrando alta sensibilidade 

e especificidade. 
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Gráfico 3 - Escores do Principal Componente 1 versus 2 (PC1 X PC2) para todos os 

espectros FT-Raman utilizados neste estudo. A linha empírica de diagnóstico, nesta 

figura, separa o tecido normal do CEC. 

 

 

 

 

 



44 

Resultado___________________________________________________ 
 
 

_________________________________________ Cristiane Fumiko Furuse 
 

0,0580,0600,0620,0640,0660,0680,0700,0720,0740,0760,0780,0800,0820,0840,0860,0880,0900,0920,094

-0,20

-0,15

-0,10

-0,05

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

 

 

P
C

3

PC1

 Normal
 CEC

 

Gráfico 4 - Escores do Principal Componente 1 versus 3 (PC1 X PC3) para todos os 

espectros FT-Raman utilizados neste estudo. A linha empírica de diagnóstico, nesta 

figura, separa o tecido normal do CEC. 
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Gráfico 5 - Escores do Principal Componente 2 versus 3 (PC2 X PC3) para todos os 

espectros FT-Raman utilizados neste estudo. 
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4 DISCUSSÃO 

Vários estudos analisaram métodos de diagnóstico óptico 

de tecidos em região de cabeça e pescoço, como por exemplo, a 

endoscopia de contato que permite visualização direta da morfologia 

celular38,39, a espectroscopia de fluorescência que é limitada pois 

depende de drogas fotossensibilizadoras.40 Também, foram estudadas 

técnicas de autofluorescência que não requerem fotossensibilizadores, 

entretanto, a maioria dos estudos não apresentou diferenças significativas 

entre o tecido normal e o tumoral. 6,20,26,41-47 

Por outro lado, a espectroscopia Raman apresenta 

vantagem potencial sobre essas outras técnicas, pois analisa as 

alterações bioquímicas dos tecidos13 e pode prover uma impressão digital 

molecular da substância analisada.47 Porém, o sinal Raman de tecido 

mole é fraco20 e requer tecnologia sofisticada para detecção. Além disso, 

o sinal pode ser obscurecido pela autofluorescência que também é 

induzida através de excitação molecular, mas ela pode ser reduzida 

aumentando o comprimento de onda da luz incidente.26,47 

 

 

 



48 

Discussão___________________________________________________ 
 

_________________________________________ Cristiane Fumiko Furuse 
 

Vários estudos têm investigado a utilização da 

Espectroscopia Raman no diagnóstico de vários tipos de cânceres, 1-

3,5,10,13,17,19-33,48 além da sua utilização na detecção de alterações 

tumorais.12,34,35  

A espectroscopia FT-Raman oferece vantagens em 

relação a outras técnicas ópticas como emprego de fontes luminosas NIR, 

supressão da fluorescência, dessa forma, identificando sinais Raman 

fracos, não requer preparação de amostra, não sofre influência através de 

faixas de água, podendo ser utilizada de forma não invasiva para 

diagnósticos in situ e em tempo real.5,20,28 

Além disso, a excitação próxima ao infravermelho, a 

1064nm, também minimiza a fotodegradação da amostra, permitindo o 

emprego de densidades maiores para compensar o sinal Raman fraco 

gerado por comprimentos de ondas longas.36 Ao mesmo tempo o uso do 

método da Transformada de Fourier (FT) e o acoplamento do 

espectrômetro aos sistemas de aquisição de dados e processamento em 

computadores, permitiu as investigações rotineiras de sistemas biológicos 

pela Espectroscopia Raman.49 

Esse método é capaz de detectar alterações iniciais nos 

tecidos, sendo de extrema importância,20 tanto pelo diagnóstico quanto 

pela rapidez em realizá-lo.5 
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Devido à grande diversidade celular que compõem a boca 

o tamanho da peça analisada pelo FT-Raman pode apresentar diferenças 

espectrais que correspondem a vários componentes celulares, como 

glândulas, músculos, conjuntivo, periósteo e gordura. A influência dessas 

variáveis fizeram com que este estudo iniciasse a partir do exame 

histológico, conforme também descrito por Lau et al, 2003, que sugerem 

que estudos in vivo podem suprimir tais variações.47 

Neste estudo, as amostras foram colhidas e 

imediatamente armazenadas em nitrogênio liquido a 196ºC negativos com 

a finalidade de manter seu estado bioquímico no momento da excisão.50 

Como a interpretação visual dos espectros depende muito 

da experiência do examinador, o diagnóstico através desse tipo de 

interpretação é difícil, podendo ser impreciso para indivíduos não 

experientes. Assim, um grande número de trabalhos passou a utilizar 

análises multivariadas.51 

A PCA pode ser usada efetivamente para classificação de 

lesões, desde que cada componente principal tenha uma característica 

espectral e os scores representem a magnitude destas características 

correlacionadas a aná lise histopatológica do tecido. Desse modo, pode-se 

extrair as informações espectrais de maneira fácil e interpretar as 

diferenças bioquímicas entre os tipos de tecidos de forma quantitativa.3,51 
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Os PCs escolhidos promoveram diferenciação 

adequadamente entre os espectros, diferenciando o tecido normal do 

CEC. O gráfico 2 mostra as curvas dos PCs (PC1, PC2, PC3 e PC4), 

onde as intensidades positivas de todas as faixas principais estão em 

posição idêntica a do espectro do tecido normal. Este resultado exibiu 

características importantes na diferenciação do tecido normal e do CEC. 

O gráfico 3, do PC1 associado ao PC2, foi o que apresentou maior 

discrepância, mostrando a eficácia da espectroscopia FT-Raman no 

diagnóstico do CEC de boca.  

Os dados de Malini e colaboradores (2006)3 foram 

semelhantes aos obtidos neste trabalho. 

Apesar dos resultados obtidos serem promissores, mais 

estudos devem ser realizados, não só quanto ao CEC de boca, para que 

seja reduzida a interferência das variáveis celulares nos espectros e, 

conseqüentemente, dando maior confiabilidade ao diagnóstico. 
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5 CONCLUSÃO 

Nas condições deste trabalho, os resultados encontrados 

permitem concluir que: 

• A PCA apresentou adequada aplicação na análise dos 

espectros do tecido normal e do CEC.  
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It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The 
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this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in 
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Preparation of Electronic Illustrations  

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 

• Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font. 
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• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times, 

Symbol. 

• Number the illustrations according to their sequence in the text. 

• Use a logical naming convention for your artwork files. 

• Provide all illustrations as separate files and as hardcopy printouts on separate 

sheets. 

• Provide captions to illustrations separately. 

• Produce images near to the desired size of the printed version. 

• A detailed guide on electronic artwork is available on our website: 

http://authors.elsevier.com/artwork 

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information 

are given here. 

Formats 

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 

"save as" or convert the images to one of the following formats (Note the resolution 

requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below.): 

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics". 
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DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office 

applications please supply "as is". 
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• Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation) 

document; 

• Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the 

resolution is too low; 

• Supply files that are too low in resolution; 

• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then Elsevier will 

ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the Web (e.g., 

ScienceDirect and other sites) in addition to colour reproduction in print. 

Captions 

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to 

the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a 
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description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but 

explain all symbols and abbreviations used. 

Line drawings 

The lettering and symbols, as well as other details, should have proportionate 

dimensions, so as not to become illegible or unclear after possible reduction; in general, 

the figures should be designed for a reduction factor of two to three. The degree of 

reduction will be determined by the Publisher. Illustrations will not be enlarged. Consider 

the page format of the journal when designing the illustrations. 

Do not use any type of shading on computer-generated illustrations. 

Photographs (halftones) 

Remove non-essential areas of a photograph. Do not mount photographs unless they 

form part of a composite figure. Where necessary, insert a scale bar in the illustration (not 

below it), as opposed to giving a magnification factor in the caption. 

Note that photocopies of photographs are not acceptable. 

Preparation of supplementary data 

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific 

research. Supplementary files offer the Author additional possibilities to publish 

supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images, 

background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be 

published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, 

including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your 

submitted material is directly usable, please ensure that data is provided in one of our 

recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format 

together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For 

more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at the Author 

Gateway at http://authors.elsevier.com/artwork. 

Proofs 

When your manuscript is received by the Publisher it is considered to be in its final form. 

Proofs are not to be regarded as "drafts". 

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding Author, 

to be checked for typesetting/editing. No changes in, or additions to, the accepted (and 

subsequently edited) manuscript will be allowed at this stage. Proofreading is solely your 

responsibility. 

Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as quickly 

and accurately as possible. In order to do this we need your help. When you receive the 

(PDF) proof of your article for correction, it is important to ensure that all of your 

corrections are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will not be 
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possible, so please ensure your first sending is complete. Note that this does not mean 

you have any less time to make your corrections, just that only one set of corrections will 

be accepted. 

Author Enquiries 

Visit the Author Gateway from Elsevier http://authors.elsevier.com for the facility to track 

accepted articles and set up e-mail alerts to inform you when an article's status changes. 

The Author Gateway also provides detailed artwork guidelines, copyright information, and 

answers to frequently asked questions. 
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ANEXO III – Conceitos básicos sobre Espectroscopia. 

 

Espectroscopia Molecular 

A Espectroscopia estuda a interação da radiação 

eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus principais objetivos a 

determinação dos níveis de energia de átomos ou moléculas. De maneira 

direta, são obtidas as diferenças entre estes níveis de energia a partir de 

medidas que determinam as posições relativas dos níveis energéticos. No 

caso das moléculas, a região espectral onde estas transições são 

observadas depende do tipo de níveis energéticos envolvidos: eletrônicos, 

vibracionais e/ou rotacionais, assim, as vibrações moleculares podem ser 

medidas por diferentes técnicas como a Espectroscopia de Absorção 

Eletrônica, Espectroscopia de Fluorescência, Espectroscopia de Absorção 

no Infravermelho; Espectroscopia Raman, e variáveis destas mesmas 

técnicas (SALA, 1995). 

 

Espectroscopia Raman 

As técnicas espectroscópicas, de uma maneira geral, 

fornecem informações detalhadas sobre os níveis de energia dos 

espécimes em estudo. Particularmente, no caso da espectroscopia 

vibracional Raman, a grande vantagem reside na aquisição de uma maior 

riqueza de detalhes proporcionada pelos níveis de energia vibracional 



75 

Anexo III__________________________________________________ 

_________________________________________ Cristiane Fumiko Furuse 
 

frente aos níveis de energia eletrônicos. Enquanto os espectros 

eletrônicos, conhecidos como fluorescência, são constituídos por bandas 

largas e usualmente sem estrutura, os vibracionais Raman representam a 

“impressão digital” das moléculas (FARIA; SANTOS, 1997). 

 

Efeito Raman 

O Efeito Raman é o espalhamento inelástico da luz 

produzido por íons, átomos e moléculas, relacionado à mudança de 

freqüência da luz incidente quando espalhada. Quando um feixe de luz 

monocromática incide em uma molécula cujas dimensões são menores 

que o comprimento de onda da luz incidente, ocorre o fenômeno do 

espalhamento. Uma parte da energia monocromática dos fótons 

incidentes é transferida para as moléculas de tal maneira que alguns dos 

elétrons pertencentes aos diferentes níveis de energia se tornam então 

excitados, ocorrendo aumento na freqüência de vibração de algumas 

ligações desta molécula. Para esta molécula voltar ao seu estado 

fundamental, mais estável que o estado excitado, existe a necessidade de 

que esta energia seja entregue novamente ao meio. Esta variação na 

freqüência entre a energia emitida e a espalhada pela molécula é um 

fenômeno dependente da massa da molécula e dos tipos de ligações que 

a constitui. A estrutura da molécula, massa atômica, tipos de ligações, 

substitutos moleculares, geometria molecular e pontes de hidrogênio 

afetam a constante de força vibracional que dita a vibração molecular. 
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Sendo assim, existem diversos movimentos que constituem o conjunto de 

modos vibracionais normais, entre estes podemos citar: modo de 

estiramento entre duas ligações atômicas; modo de dobramento entre três 

átomos conectados por duas ligações; modo de deformação fora do plano 

que muda a estrutura da molécula de plana para angular (SALA, 1995). 

A Espectroscopia Raman é fundamentada no fenômeno de 

mudança de freqüência da luz quando esta é espalhada pelas moléculas. 

Uma dada freqüência de uma luz incidente é ?0 e a freqüência da luz 

espalhada por uma molécula é ?r, a variação de freqüência incidente e 

espalhada pode ser entendida por:  

0ννν −=∆ r  

 A freqüência de deslocamento Raman é equivalente a 

mudança de energia ν∆h . Os resultados observados são usualmente 

expressos em termos de número de ondas (wavenumbers) e não 

freqüência.  

 

Espalhamento Raman 

 A maior parte da luz espalhada apresenta o mesmo 

comprimento de onda da luz incidente, e este espalhamento é conhecido 

como espalhamento elástico ou Rayleigh. Uma pequena parcela desta luz 

espalhada, no entanto, apresenta um comprimento de onda diferente 

daquele da luz incidente, e a sua existência constitui espalhamento 
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inelástico ou Raman. A proporção de fótons espalhados inelasticamente 

em relação aos espalhados elasticamente é da ordem de 10-7, o que torna 

a sua detecção problemática em algumas situações. Estas mudanças de 

freqüências estão diretamente relacionadas à quantidade de energia de 

excitação das partículas que são distintas para cada tipo de moléculas. 

 Filtrando-se a linha Rayleigh, de freqüência 

conhecida, pelo fato de se utilizar uma luz monocromática como fonte de 

excitação moléculas, obtem-se somente as freqüências espalhadas 

inelasticamente. Assim, a energia vibracional de diversos materiais pode 

ser deduzida e a estrutura de suas partículas identificada através do 

espectro Raman. 

No processo de espalhamento, um fóton de energia é 

destruído e simultaneamente um fóton espalhado de energia é criado. No 

espalhamento Raman a radiação que interage com a molécula é 

espalhada com freqüência ligeiramente modificada. Esta variação de 

freqüência corresponde à diferença de energia entre dois estados 

vibracionais. A interação, entretanto, pode ser inelástica, a qual leva a 

matéria para um nível de energia excitado, o que resulta em uma perda 

de energia do fóton, e este é espalhado com freqüências menores que a 

incidente, sendo estas freqüências Raman são conhecidas como linhas 

Stokes. Se a matéria está em um estado excitado, a colisão com um fóton 

pode causar uma perda de energia e os elétrons sofrem uma transição 
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para um estado de energia mais baixa. Neste caso, as freqüências 

Raman são conhecidas como Anti-Stokes (SALA, 1995). 

 

Polarizabilidade 

Para um modo vibracional ser Raman ativo existe a 

necessidade da variação da polarizabilidade da molécula durante a 

vibração, isto é, o momento de dipolo a ser considerado é induzido pela 

radiação eletromagnética. O campo elétrico produzido pelo feixe de luz 

monocromática polariza os elétrons da molécula em ressonância, 

promovendo a deformação da nuvem eletrônica molecular. Nesta 

distorção, a carga positiva do núcleo é atraída em direção oposta ao pólo 

negativo do campo elétrico, o elétron em direção oposta ao pólo positivo. 

Esta separação de cargas causa uma indução no momento dipolo e se 

diz que a molécula está polarizada (SALA, 1995). 

 O campo elétrico produzido pela molécula polarizada 

oscila na mesma freqüência da onda passante, então a molécula age 

como uma fonte de radiação própria emitindo fótons para todas as 

direções (SALA, 1995). 

 Se a polarização é constante, o espalhamento é 

elástico; se a molécula muda sua polarizabilidade, ou seja, muda o centro 

de carga, então, o espalhamento é inelástico, ou Raman. 
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Instrumentação em Espectroscopia Raman  

Espectroscopia Raman requer o uso de fontes de luz 

monocromáticas, ou seja, com um único comprimento de onda, visto que 

é baseada no deslocamento da freqüência a partir da luz incidente, que é 

muito pequena e pode ser obscurecida por uma fonte de largos 

comprimentos de onda. 

Espectroscopia Raman pode ser classificada baseada por 

sua fonte de luz utilizada, como por exemplo: Ultra-Violeta (UV), Visível e 

Infra-Vermelho (IR). Para a maioria das aplicações da Espectroscopia 

Raman na área Biológica/ Biomédica, fontes de excitação no 

infravermelho são mais utilizadas devido à propriedade física de conseguir 

diminuir virtualmente a emissão de autofluorescência de, por exemplo, 

enzimas presentes nos os tecidos biológicos. Os lasers mais comuns 

usados pela Espectroscopia Raman no infravermelho são: Neodímio Ítrio-

Alumínio-Granada (Nd: YAG) e Titânio-Safira (Ti: Safira) (SALA, 1996). 

Quando uma luz monocromática no comprimento de onde visível, ou até 

mesmo em 780nm, são utilizadas como fonte de excitação para o efeito 

Raman, estas linhas fracas geralmente são encobertas pela radiação de 

fluorescência emitida por constituintes celulares, como enzimas, que 

estão sempre presentes mesmo em concentrações muito baixas. Para 

driblar este obstáculo, diminui-se a energia quântica da fonte de excitação 

para um grau tal que somente os níveis vibracionais são excitados, não os 

níveis eletrônicos. Com excitação a 1064 nm a partir de um laser de Nd: 
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YAG, por exemplo, esta fluorescência é virtualmente eliminada 

(SCHRADER, 1989; SCHRADER, 1995; SCHRADER; MOORE, 1997; 

SCHRADER, 1997). 

Espectroscopia Raman também pode ser classificada de 

acordo com tecnologia empregada, por exemplo: Transformada de Fourier 

(FT-Raman) ou de Sistema Dispersivos. O Sistema FT-Raman tem 

inúmeras vantagens sobre o Sistema Dispersivo, incluindo a vantagem 

“multiplex” o qual lidera a capacidade de coletar vários comprimentos de 

onda em um curto período de tempo. No entanto, a Espectroscopia 

Raman Dispersiva tem se tornado muito mais popular desde o advento de 

um detector CCD (Charge Couple Device Detector) devido ao alto ganho 

de eficiência quântica. A partir desta tecnologia, provavelmente serão 

desenvolvidos os equipamentos para coleta de espectros Raman in vivo, 

a atual dificuldade é a baixa sensibilidade do detector CCD nos 

comprimentos de onda de excitação acima de 830 nm (SCHRADER, 

1989; SCHRADER, 1995; SCHRADER; MOORE, 1997; SCHRADER, 

1997). 

 

Espectroscopia FT-Raman 

Sinais Raman obtidos a partir de amostras biológicas são 

extremamente fracos, e a emissão de fluorescência acaba sendo a maior 

interferência para as medidas de Espectroscopia Raman (ALCANTARA, 
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2002). No Raman convencional onde para excitação geralmente se 

utilizam lasers de radiação visível, cerca de 90% das amostras que 

contém impurezas produzem forte fluorescência, mascarando assim, o 

sinal Raman (ANGEL et al., 1995). Para remover esta fluorescência 

indesejável no espectro Raman, utilizam-se diversas técnicas como, por 

exemplo, a Espectroscopia Raman Anti-Stokes Coerente (CARS). Este 

método, porém, requer um sistema óptico complexo e muito caro, não 

sendo, portanto, um método de primeira escolha. A melhor opção para 

esta situação é a Espectroscopia Raman com Transformada de Fourier 

(FT-Raman) utilizando como fonte de excitação o laser de Nd: YAG no 

comprimento de onda de 1064 nm que mantém a maioria das bandas de 

absorção dos fluoróforos fora do espectro Raman. Na região do 

comprimento de onda de 1000 a 1300 nm, o método de FT-Raman 

promove a maior sensibilidade óptica devido ao sistema multiplex do 

espectrômetro FT (ALCANTARA, 2002). 

A excitação no infravermelho próximo, a 1064 nm, também 

minimiza a degradação fotolítica da amostra, permitindo que uma maior 

potência de incidência do laser seja utilizada para compensar o 

espalhamento Raman menos intenso quando excitado por comprimentos 

de onda mais longos. Há alguns anos, foi demonstrado que quando se 

emprega um laser de Nd: YAG como fonte de excitação para o efeito 

Raman, o número de amostras que fluorescem diminuem enormemente 
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(SCHRADER, 1989; SCHRADER, 1995; SCHRADER; MOORE, 1997; 

SCHRADER, 1997). 

 

Transformada de Fourier 

O interesse em métodos de processamento digital de 

imagens vem principalmente de duas áreas de aplicações: para melhoria 

da informação para interpretação humana e para o processamento de 

dados em computador. A Transformada Discreta de Fourier Bi-

dimensional, desenvolvida por Jean Baptiste Joseph Fourier, um 

matemático francês, se tornou uma ferramenta matemática de grande 

aplicabilidade na solução dos problemas de processamento digital de 

imagens, ou seja, promove a mudança do domínio do tempo ou espaço 

(x, y) para o domínio da freqüência facilitando, assim, o seu 

processamento digital da imagem (FONSECA NETO; ALCOCER, 1998). 
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ANEXO IV - Rotina dos procedimentos para realização da 

espectroscopia: 
 

1 - Fragmento de biópsia de Carcinoma Espinocelular de mucosa de boca. 

2 - Delimitação do fragmento que será encaminhado para espectroscopia. 

3 - Fragmento de biópsia dividido em duas partes, uma seguiu a rotina de 

procedimentos para diagnóstico e a outra para a espectroscopia. 

4 - Armazenamento da amostra em tubo criogênico de 1,2 ml Nalgene® 

devidamente identificado e numerado. 

5 - Estocagem dos tubos contendo as amostras em galão de nitrogênio líquido, 

numa temperatura de 196ºC negativos. 

6 - Materiais utilizados para realização da espectroscopia. 

7 - Descongelamento individual dos fragmentos em solução de soro fisiológico a 

0,9%. 

8 - Colocação dos fragmentos em porta-amostra de alumínio. 

9 - Acondicionamento das amostras para análise espectroscópica. 

10 - FT-Raman Spectrometer RFS 100 da Bruker Alemanha) acoplado a um 

microscópio com laser Nd:YAG emitindo um comprimento de onda em 1064 nm. 

11 - Acondicionamento das amostras em formol 10% em frascos devidamente 

identificados e numerados. 

12- Encaminhamento das amostras para exame histopatológico. 
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ANEXO V – Gráficos individuais dos quatro primeiros PCs que 

compõem o Gráfico 2 da página 42. 
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Gráfico 6 - Principal Componente 1, obtido do espectro Raman. 
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Gráfico 7 - Principal Componente 2, obtido do espectro Raman. 



87 
Anexo V___________________________________________________ 

 

_________________________________________ Cristiane Fumiko Furuse 
 

800 1000 1200 1400 1600 1800

-1,5

-1,0

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

 

 

In
te

ns
id

ad
e 

(u
.a

)

Deslocamento Raman (cm-1)

 PC3

 
Gráfico 8 - Principal Componente 3, obtido do espectro Raman. 
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Gráfico 9 - Principal Componente 4, obtido do espectro Raman. 
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