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Resumo

Furuse, CF. Espectroscopia FT-Raman no diagnostico do carcinoma
espinocelular de mucosa bucal. Estudo “ex vivo” em humanos. [Tese]
Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista;

2006.

O céancer é uma das doencas mais sérias que tém ameacado a salude e a
vida e sua influéncia tem aumentado. Dentre os canceres, o de boca
constitui-se um grave problema de saude publica em varias regides do
mundo, inclusive em paises desenvolvidos, estando entre os 10 tipos
mais comuns. A espectroscopia FT-Raman € uma ferramenta analitica
moderna cujo uso no diagndéstico do cancer podera apresentar inUmeras
vantagens para os pacientes, resultados mais rapidos com o minimo de
invasibilidade. Neste estudo, foram analisados espectros FT-Raman de 81
amostras de tecido neoplasico e 48 de mucosa bucal normal, de 26 e 18
pacientes, respectivamente. Um laser Nd:YAG a 1064nm foi utilizado
como fonte de excitacdo no FT-Raman, RFS 100/S Espectrometro,
Bruker®, Alemdo. As bidpsias foram divididas em dois fragmentos, um
seguiu a rotina de procedimentos para diagnéstico. O outro foi
imediatamente armazenado em tubo criogénico de 1,2 ml Nalgene® e
congelado em galdo de nitrogénio liquido, numa temperatura de 196°C

negativos, para preservacdo e manutencdo de todas as estruturas

teciduais. Os espectros FT-Raman obtidos foram analisados através da
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Andlise dos Componentes Principais (PCA). A analise foi executada
comparando o tecido normal com o CEC. A PCA foi usada para verificar
as diferencas estatisticas na amostra. A técnica de PCA provou ser
eficiente para analise, mostrando que a Espectroscopia FT-Raman
apresentou resultados significativos.

Palavras-chave: Analise Espectral Raman, Carcinoma de Células

Escamosas, Diagnéstico, Cancer Oral.
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Furuse, CF. FT-Raman Spectroscopy Study of Human ex vivo Squamous
Cell Carcinoma. [Tesis] Aracatuba: UNESP - Sdo 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, Brukero, 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 196°C 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 INTRODUCAO*

O cancer € uma das doencas mais sérias que tém
ameacado a saude e a vida da populacao, sua incidéncia tem aumentado
nos ultimos anos. E impossivel controlar o progresso do cancer de
pacientes em fases terminais. * Dessa forma, o diagnéstico 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

Dentre os canceres, o de boca constitui-se em um grave
problema de saude publica.®>® Em paises em desenvolvimento o cancer

de boca é o terceiro mais freqiiente, apds o cancer de cérvix e estdbmago.’

A sobrevida global aos 5 anos gira em torno de 55%,
sendo que 20% da mortalidade é associada a propria evolucao do tumor e
20% a segundos tumores primarios.>°>® A baixa taxa de sobrevida, apesar
dos avancos nas modalidades terapéuticas estd associada adeteccéo

tardia®® e demora no diagndstico. ®'%**

O método padrao utilizado para se obter o diagnéstico de
uma lesdo tem sido a biépsia e anélise histopatolégica.!' Este método se

baseia na andlise subjetiva dos cortes obtidos da peca operatéria e

Cristiane Fumiko Furuse
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12-15

depende da experiéncia individual do patologista, podendo levar a

repeticdes de bidpsias, ° 0 que pode atrasar o diagnéstico e aumentar o

custo. 1017

Através do exame histopatologico, pode-se avaliar o grau
de diferenciacdo celular, numero de mitoses, caracteristicas citolégicas,
morfologicas e estruturais. Entretanto, a bidpsia convencional apresenta
algumas desvantagens como, a necessidade de remocé&o do tecido a ser
analisado, a nao obtencdo do resultado imediato, o armazenamento
inadequado pode induzir alteracbes bioquimicas no tecido biopsiado, e
finalmente, o diagndstico histopatoldgico baseia-se nas anormalidades

12,17,18

morfologicas e ndo nas mudancas das estruturas na bioquimica do

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

técnica diagnéstica rapida e precisa.'!’

Nesse sentido, uma das técnicas que apresenta potencial
para contribuir para o diagndéstico do cancer € a espectroscopia Otica
(ANEXO 111), qgue tem demonstrado ser uma alternativa na deteccédo de

alteracdes neoplasicas.l>°1012.13.17.19-35

Esta técnica é rapida, objetiva, ndo invasiva e pode ser
desenvolvida para andlise in situ da lesdo, evitando a necessidade da
remocado de fragmentos de tecido e preparacdo das amostras para

andlise histologica.t?>141>17.202831 yma das principais vantagens desta
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técnica € que ela fornece informacdes sobre as alteragdes bioquimicas,

estruturais e fisiopatoldgicas dos tecidos. 11317

A Espectroscopia Raman é uma técnica optica que fornece
informacfes sobre os graus de vibracdo molecular das amostras sendo
utilizada em estudos analiticos quantitativos e qualitativos ras areas de
quimica, geologia, farmacologia, e fisicas de estado so6lido.*®
Recentemente, emergiu como uma ferramenta analitica n&do-destrutiva
para caracterizacdo bioquimica de sistemas biol6gicos, por possuir
inomeras vantagens como sensibilidade a pequenas mudancas

estruturais, ndo ser invasiva e apresentar alta resolucdo espacial de

campo, no caso da microscopia Raman.

Esta técnica quando emprega a Transformada de Fourier
(FT) que utiliza fontes luminosas na regido préximo ao infravermelho que,
devido a supressdo da fluorescéncia, consegue identificar sinais Raman

fracos (ANEXO Il1).®

Dessa forma, foi objetivo deste estudo analisar espectros
de tecido normal e de carcimona espinocelular de boca através da Analise
dos Componentes Principais (PCA), verificando a possibilidade da
espectroscopia FT-Raman se tornar um exame diagnoéstico para o

carcinoma espinocelular de boca.
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2 CASUISTICA E METODOS

Esta pesquisa foi realizada apos aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia do Campus de
Aracatuba - UNESP, conforme Resolucdo no. 196/96 do Conselho
Nacional de Saude (ANEXO I). Todos os pacientes foram informados

sobre a pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Esclarecido.

Foram colhidas 81 amostras de tecido neoplasico 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 Campus de Aracatuba — Unesp, no periodo entre
setembro de 2004 e setembro de 2006, cada amostra proporcionou 3

espectros Raman.

As biopsias foram divididas em duas partes, uma seguiu a
rotina de procedimentos para diagnostico. A outra, foi imediatamente
armazenada em tubo criogénico de 1,2 ml Nalgene® devidamente
identificado e numerado, sendo mantida a identidade do paciente em
sigilo. Estas amostras foram congeladas em galdo de nitrogénio liquido,
numa temperatura de 196°C negativos, para preservacao e manutencao

de todas as estruturas teciduais. Depois foram levadas ao Laboratério de

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

Desenvolvimento da UNIVAP — Sdo José dos Campos/SP.

2.1 Realizacao da Espectroscopia de FT-Raman

A espectroscopia foi realizada no Laboratério de
Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB), no Instituto de Pesquisa e

Desenvolvimento da UNIVAP — Sao José dos Campos, utilizando

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

Alemao) 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
solucdo de soro fisiolégico a 0,9%, para que o tecido alcancasse
rapidamente a temperatura ambiente e mantendo-o Umido evitando a
degradacéo e desidratacdo. Na sequéncia, foram colocados em um porta-

amostra de aluminio.

O porta-amostra foi fixado em um suporte especifico
dentro do compartimento de amostras no equipamento FT-Raman, sendo
posteriormente fechado. O espectro de Raman foi obtido fazendo-se a luz
monocromatica do laser Nd:YAG incidir sobre 3 pontos distintos de cada
amostra, numa poténcia de 155mW e 300 scans em cada ponto da

amostra. O tempo total ndo ultrapassou 10 minutos.

ApGs a incidéncia do laser, a luz espalhada foi captada por
uma fibra Optica composta de um interferémetro de Michelson e um
detector de germanio refrigerado por nitrogénio liquido. A luz espalhada
chega ao detector que converte a intensidade da luz em sinais elétricos,
gue por sua vez, sao interpretados em um computador na forma de
espectro Raman. No computador foi realizada a conversdo dos dados
obtidos pela expressdo matematica da Transformada de Fourier,
produzindo um espectro com seus picos caracteristicos para as amostras

em estudo.

Apés a coleta dos espectros, os fragmentos dos tecidos

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

obtido através da espectroscopia.

2.2 Andlise dos Dados

Para analise foram selecionados o0s 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 discriminagdo quantitativa entre 0s grupos
analisados utilizando a PCA, aplicada para reduzir dimensionalmente as
variaveis de um grupo de dados através de uma analise de covariancia
entre os diferentes fatores. Desta maneira, a PCA se torna Uutil
possibilitando organizar grande quantidade de informacdes em pequenos
grupos de componentes semelhantes.®” Os espectros foram submetidos a

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

A PCA extrai as informacdes relevantes dos dados
originais e gera um novo conjunto de varidveis, chamado de

Componentes Principais (PC) e score (S).

O S representa a importancia de cada PC na formacao do

espectro original, isto pode ser usado para construir um algoritmo
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baseado m PCA para relacionar os achados histolégicos a espectro

Raman.

O PC esté relacionado a variacdo mais importante que
ocorre em todos os espectros; o primeiro PC representa a maioria das

variac6es dos dados, os ultimos representam apenas ruidos.
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3 RESULTADO

O grafico 1 mostra um espectro tipico de mucosa normal e
carcinoma espinocelular de boca no intervalo entre 800 e 1800cm™. Esta
figura foi obtida diretamente ap6s exposi¢do ao laser, mostrando auséncia
de fluorescéncia de fundo e a eficiéncia da energia a 1064nm na

supressao da excitacao eletrénica.

Os dados foram normalizados no pico de 1450 cm™.
Foram observadas diferencas na intensidade vibracional das bandas tanto
no tecido normal quanto no tumoral, podendo ser usada para diferencia-

los.
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2,0

i Média NORMAL ﬂ
181 Desvio Padrdo NORMAL
161 Média CEC

L Desvio Padrao CEC

Intensidade (u.a.)

Deslocamento Raman (cm ™)

Grafico 1 - Espectro tipico de mucosa normal e carcinoma espinocelular de boca no

intervalo entre 800 e 1800 cm™

O gréfico 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 estdo nas mesmas posi¢des, assim
como, no espectro de tecido normal, demonstra informagao qualitativa
relativa ao tipo de tecido. O PC4 tem as mesmas posi¢coes de banda, mas

algumas bandas séo negativas, indicando diferencas de intensidade.

Cristiane Fumiko Furuse




42
Resultado

Posteriormente, foram relacionados 0s componentes
principais PC1 e PC2 de cada agrupamento através da construcédo de
gréficos de dispersdo. Nesta classificacdo foi tracada uma linha reta

aleatoria entre os clusteres de interesse utilizando o software ORIGIN 7.0.

301 [——PcC1
{1 |=——PC2
25 - PC3
| |——PC4

20

15

10

Intensidade (u.a)

T T
1200 1400

Deslocamento Raman (cm’™)

Grafico 2 - Principal Componente 1, Principal Componente 2, Principal Componente 3 e

Principal Componente 4 obtidos do espectro Raman.

No Gréfico 3 estdo os gréaficos binarios plotados do PC1
versus PC2. Para separar claramente os tipos de tecido, uma linha

empirica de diagnéstico baseada na melhor separacéo visual foi tracada.
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Como pode ser visto nos Graficos 3, 4 e 5, esta linha pode identificar e
separar corretamente os dois tipos de tecido, mostrando alta sensibilidade

e especificidade.

020+ Normal
1 ¢ CEC ]
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Grafico 3 - Escores do Principal Componente 1 versus 2 (PC1 X PC2) para todos os
espectros FT-Raman utilizados neste estudo. A linha empirica de diagnostico, nesta

figura, separa o tecido normal do CEC.
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Gréfico 4 - Escores do Principal Componente 1 versus 3 (PC1 X PC3) para todos os

espectros FT-Raman utilizados neste estudo. A linha empirica de diagnéstico, nesta

figura, separa o tecido normal do CEC.
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Gréfico 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 DISCUSSAO

Vérios estudos analisaram métodos de diagndstico éptico
de tecidos em regido de cabeca e pescoco, como por exemplo, a
endoscopia de contato que permite visualizacdo direta da morfologia

celular®®3°

, a espectroscopia de fluorescéncia que € limitada pois
depende de drogas fotossensibilizadoras.*® Também, foram estudadas
técnicas de autofluorescéncia que ndo requerem fotossensibilizadores,

entretanto, a maioria dos estudos nao apresentou diferengas significativas

entre o tecido normal e otumoral. 6:20:26:41-47

Por outro lado, a espectroscopia Raman apresenta
vantagem potencial sobre essas outras técnicas, pois analisa as
alteracdes bioguimicas dos tecidos®® e pode prover uma impresséo digital
molecular da substancia analisada.*” Porém, o sinal Raman de tecido
mole é fraco® e requer tecnologia sofisticada para detec¢do. Além disso,
o sinal pode ser obscurecido pela autofluorescéncia que também é
induzida através de excitagdo molecular, mas ela pode ser reduzida

aumentando o comprimento de onda da luz incidente 24’

Cristiane Fumiko Furuse




Discussao

Véarios estudos tém investigado a utlizacdo da

Espectroscopia Raman no diagnéstico de varios tipos de canceres,

35101317.19-3348  g16m da sua utilizacdo na deteccdo de alteracdes

tumorais. %343

A espectroscopia FT-Raman oferece vantagens em
relacdo a outras técnicas Opticas como emprego de fontes luminosas NIR,
supressdo da fluorescéncia, dessa forma, identificando sinais Raman
fracos, ndo requer preparacdo de amostra, ndo sofre influé ncia através de
faixas de agua, podendo ser utilizada de forma ndo invasiva para

diagnésticos in situ e em tempo real.>*%

Além disso, a excitacdo proxima ao infravermelho, a
1064nm, também minimiza a fotodegradacdo da amostra, permitindo o
emprego ce densidades maiores para compensar o sinal Raman fraco
gerado por comprimentos de ondas longas.®*® Ao mesmo tempo o uso do
método da Transformada de Fourier (FT) e o acoplamento do
espectrémetro aos sistemas de aquisicdo de dados e processamento em
computadores, permitiu as investigacdes rotineiras de sistemas biol6gicos

pela Espectroscopia Raman.*®

Esse método € capaz de detectar alteragdes iniciais nos
tecidos, sendo de extrema importancia,®® tanto pelo diagnéstico quanto

pela rapidez em realiza-lo >
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Devido a grande diversidade celular que compdem a boca
o tamanho da peca analisada pelo FT-Raman pode apresentar diferencas
espectrais que correspondem a varios componentes celulares, como
glandulas, musculos, conjuntivo, peridsteo e gordura. A influéncia dessas
varidveis fizeram com que este estudo iniciasse a partir do exame
histoldgico, conforme também descrito por Lau et al, 2003, que sugerem

que estudos in vivo podem suprimir tais variacdes.*’

Neste estudo, as amostras foram colhidas e
imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido a 196°C negativos com

a finalidade de manter seu estado bioquimico no momento da excis&o.*

Como a interpretacao visual dos espectros depende muito
da experiéncia do examinador, o diagndstico através desse tipo de
interpretacdo é dificil, podendo ser impreciso para individuos né&o

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

analises multivariadas.>*

A PCA pode ser usada efetivamente para classificacéo de
lesbes, desde que cada componente principal tenha uma caracteristica
espectral e 0s scores representem a magnitude destas caracteristicas
correlacionadas a analise histopatoldgica do tecido. Desse modo, pode-se
extrair as informagBes espectrais de maneira facil e interpretar as

diferencas bioquimicas entre os tipos de tecidos de forma quantitativa.®>*
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Os PCs escolhidos promoveram  diferenciacéo
adequadamente entre os espectros, diferenciando o tecido normal do
CEC. O grafico 2 mostra as curvas dos PCs (PC1, PC2, PC3 e PC4),
onde as intensidades positivas de todas as faixas principais estdo em
posicdo idéntica a do espectro do tecido normal. Este resultado exibiu
caracteristicas importantes na diferenciacédo do tecido normal e do CEC.
O gréafico 3, do PC1 associado ao PC2, foi o que apresentou maior
discrepancia, mostrando a eficacia da espectroscopia FT-Raman no

diagnostico do CEC de boca.

Os dados de Malini e colaboradores (2006)° foram

semelhantes aos obtidos neste trabalho.

Apesar dos resultados obtidos serem promissores, mais
estudos devem ser realizados, ndo sé quanto ao CEC de boca, para que
seja reduzida a interferéncia das variaveis celulares nos espectros e,

consequentemente, dando maior confiabilidade ao diagnéstico.
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5 CONCLUSAO

Nas condi¢des deste trabalho, os resultados encontrados

permitem concluir que:

A PCA apresentou adequada aplicacdo na analise dos

espectros do tecido normal e do CEC.
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through e-mail) of the article to research colleagues, for the personal use by such
colleagues (but not commercially or systematically, e.g., via an e-mail list or list server)

- post a pre-print version of the article on Internet websites including electronic pre-print
servers, and to retain indefinitely such version on such servers or sites

- post a revised personal version of the final text of the article (to reflect changes made in
the peer review and editing process) on your personal or institutional website or server,

with- a link to the journal homepage (on http://www.elsevier.com)

- present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the article to
the delegates attending such a meeting

- for your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope of your
employment, your employer may use all or part of the information in the article for other
intra-company use (e.g., training)

- retain patent and trademark rights and rights to any processes or procedure described
in the article

- include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this is not to
be published commercially)

- use the article or any part thereof in a printed compilation of your works, such as
collected writings or lecture notes (subsequent to publication of your article in the journal)
- prepare other derivative works, to extend the article into book-length form, or to
otherwise re-use portions or excerpts in other works, with full acknowledgement of its
original publication in the journal

Submission to Oral Oncology and Oral Oncology EXTRA proceeds totally online. Use the
following guidelines to prepare your article. Via the "Author Gateway" page of this journal

(http://authors.elsevier.com/) you will be guided stepwise through the creation and

uploading of the various files. The system automatically converts source files to a single
Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peerreview process.
Please note that even though manuscript source files are converted to PDF at submission
for the review process, these source files are needed for further processing after
acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, takes place by e-mail and via the Author's homepage, removing the
need for a hard-copy paper trail.

The above represents a very brief outline of this form of submission. It can be
advantageous to print this "Guide for Authors" section from the site for reference in the
subsequent stages of article preparation.

General Points

Cristiane Fumiko Furuse




Anexo |1

We accept most wordprocessing formats, but Word, WordPerfect or laTeX is preferred.
Always keep a backup copy of the electronic file for reference and safety. Save your files
using the default extension of the program used.

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In
particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words.
However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed
"graphically designed" equations or tables, but prepare these using the wordprocessor's
facility. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to
align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Author Gateway's Guide to Publishing with

Elsevier: http://authors.elsevier.com). Do not import the figures into the text file but,

instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on the
manuscript. See also the section on Preparation of electronic illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spellchecker" function
of your wordprocessor.

Presentation of Manuscript

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Italics are not to be used for expressions of Latin origin, for example, in
vivo, et al., per se. Use decimal points (not commas); use a space for thousands (10 000
and above).

Language Polishing

Authors who require information about language editing and copyediting services pre-
and post-submission please visit

http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/lanquagepolishing or contact
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ANEXO Il — Conceitos basicos sobre Espectroscopia.

Espectroscopia Molecular

A Espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus principais objetivos a
determinacgdo dos niveis de energia de &tomos ou moléculas. De maneira
direta, sdo obtidas as diferencas entre estes niveis de energia a partir de
medidas que determinam as posi¢des relativas dos niveis energéticos. No
caso das moléculas, a regido espectral onde estas transicdes sao
observadas depende do tipo de niveis energéticos envolvidos: eletrdnicos,
vibracionais e/ou rotacionais, assim, as vibracbes moleculares podem ser
medidas por diferentes técnicas como a Espectroscopia de Absorcao
Eletrbnica, Espectroscopia de Fluorescéncia, Espectroscopia de Absorgéo
no Infravermelho; Espectroscopia Raman, e variaveis destas mesmas

técnicas (SALA, 1995).

Espectroscopia Raman

As técnicas espectroscopicas, de uma maneira geral,
fornecem informacbes detalhadas sobre os niveis de energia dos
espécimes em estudo. Particularmente, no caso da espectroscopia
vibracional Raman, a grande vantagem reside na aquisicdo de uma maior

riqueza de detalhes proporcionada pelos niveis de energia vibracional
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frente aos niveis de energia eletrbnicos. Enquanto o0s espectros
eletrdnicos, conhecidos como fluorescéncia, sdo constituidos por bandas
largas e usualmente sem estrutura, os vibracionais Raman representam a

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

Efeito Raman

O Efeito Raman é o espalhamento inelastico da luz
produzido por ions, atomos e moléculas, relacionado a mudanca de
frequéncia da luz incidente quando espalhada. Quando um feixe de luz
monocromatica incide em uma molécula cujas dimensdes sdo menores
gue o comprimento de onda da luz incidente, ocorre o fenbmeno do
espalhamento. Uma parte da energia monocromatica dos fotons
incidentes é transferida para as moléculas de tal maneira que alguns dos
elétrons pertencentes aos diferentes niveis de energia se tornam entéo
excitados, ocorrendo aumento na frequéncia de vibragcdo de algumas
ligacbes desta molécula. Para esta molécula voltar ao seu estado
fundamental, mais estavel que o estado excitado, existe a necessidade de
gue esta energia seja entregue novamente ao meio. Esta variacdo na
frequéncia entre a energia emitida e a espalhada pela molécula é um
fendbmeno dependente da massa da molécula e dos tipos de ligacdes que
a constitui. A estrutura da molécula, massa atbmica, tipos de ligacdes,
substitutos moleculares, geometria molecular e pontes de hidrogénio

afetam a constante de forga vibracional que dita a vibragdo 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 ligacdes atbmicas; modo de dobramento entre trés
atomos conectados por duas ligacdes; modo de deformacéo fora do plano

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

A Espectroscopia Raman é fundamentada no fendmeno de
mudanca de freqiiéncia da luz quando esta é espalhada pelas moléculas.
Uma dada frequéncia de uma luz incidente é ?y e a frequéncia da luz

espalhada por uma molécula € ?,, a variacdo de frequéncia incidente e

espalhada pode ser entendida por:
Dn =n, -n,

A frequéncia de deslocamento Raman € equivalente a
mudanca de energia hDn. Os resultados observados sdo usualmente
expressos em termos de numero de ondas (wavenumbers) e nao

frequéncia.

Espalhamento Raman

A maior parte da luz espalhada apresenta 0 mesmo
comprimento de onda da luz incidente, e este espalhamento € conhecido
como espalhamento elastico ou Rayleigh. Uma pequena parcela desta luz
espalhada, no entanto, apresenta um comprimento de onda diferente

daquele da luz incidente, e a sua existéncia constitui espalhamento
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inelastico ou Raman. A proporcao de fétons espalhados inelasticamente
em relacéo aos espalhados elasticamente é da ordem de 107, o que torna
a sua deteccdo problemética em algumas situacdes. Estas mudangas de
frequéncias estdo diretamente relacionadas a quantidade de energia de

excitacdo das particulas que séo distintas para cada tipo de moléculas.

Filtrando-se a linha Rayleigh, de frequéncia
conhecida, pelo fato de se utilizar uma luz monocromética como fonte de
excitagdo moléculas, obtem-se somente as frequéncias espalhadas
inelasticamente. Assim, a energia vibracional de diversos materiais pode
ser deduzida e a estrutura de suas particulas identificada através do

espectro Raman.

No processo de espalhamento, um féton de energia é
destruido e simultaneamente um féton espalhado de energia é criado. No
espalhamento Raman a radiacdo que interage com a molécula é
espalhada com frequéncia ligeiramente modificada. Esta variagdo de
frequéncia corresponde a diferenca de energia entre dois estados
vibracionais. A interacdo, entretanto, pode ser inelastica, a qual leva a
matéria para um nivel de energia excitado, o que resulta em uma perda
de energia do foton, e este é espalhado com frequiéncias menores que a
incidente, sendo estas frequéncias Raman sé&o conhecidas como linhas
Stokes. Se a matéria esta em um estado excitado, a colisdo com um féton

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

Raman s&o conhecidas como Anti-Stokes (SALA, 1995).

Polarizabilidade

Para um modo vibracional ser Raman ativo existe a
necessidade da variacdo da polarizabilidade da molécula durante a
vibracao, isto é, o0 momento de dipolo a ser considerado é induzido pela
radiacdo eletromagnética. O campo elétrico produzido pelo feixe de luz
monocromatica polariza os elétrons da molécula em ressonancia,
promovendo a deformagdo da nuvem eletronica molecular. Nesta
distorcdo, a carga positiva do nucleo é atraida em direcdo oposta ao pélo
negativo do campo elétrico, o elétron em direcao oposta ao pélo positivo.
Esta separacédo de cargas causa uma indugcdo no momento dipolo e se

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

O campo elétrico produzido pela molécula polarizada
oscila na mesma frequéncia da onda passante, entdo a molécula age
como uma fonte de radiacdo prépria emitindo fétons para todas as

direcOes (SALA, 1995).

Se a polarizagdo € constante, o espalhamento é
elastico; se a molécula muda sua polarizabilidade, ou seja, muda o centro

de carga, entéo, o espalhamento é inelastico, ou Raman.
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Instrumentacdo em Espectroscopia Raman

Espectroscopia Raman requer o uso de fontes de luz
monocromaticas, ou seja, com um Unico comprimento de onda, visto que
€ baseada no deslocamento da freqiiéncia 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), Visivel e
Infra-Vermelho (IR). Para a maioria das aplicacbes da Espectroscopia
Raman na &area Biologica/ Biomédica, fontes de excitacdo no
infravermelho sdo mais utilizadas devido a propriedade fisica de conseguir
diminuir virtualmente a emisséo de autofluorescéncia de, por exemplo,
enzimas presentes nos o0s tecidos bioldgicos. Os lasers mais comuns
usados pela Espectroscopia Raman no infravermelho s&o: Neodimio itrio-
Aluminio-Granada (Nd: YAG) e Titanio-Safira (Ti: Safira) (SALA, 1996).
Quando uma luz monocromatica no comprimento de onde visivel, ou até
mesmo em 780nm, sdo utilizadas como fonte de excitacdo para o efeito
Raman, estas linhas fracas geralmente séo encobertas pela radiacédo de
fluorescéncia emitida por constituintes celulares, como enzimas, que
estdo sempre presentes mesmo em concentracbes muito baixas. Para
driblar este obstaculo, diminui-se a energia quantica da fonte de excitacao
para um grau tal que somente os niveis vibracionais sdo excitados, ndo os

niveis eletrénicos. Com excitacdo a 1064 nm a partir de um laser de Nd:
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YAG, por exemplo, esta fluorescéncia 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
inUmeras vantagens sobre o Sistema Dispersivo, incluindo a vantagem
“multiplex” o qual lidera a capacidade de coletar varios comprimentos de
onda em um curto periodo 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 eficiéncia quantica. A partir desta tecnologia, provavelmente serao
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 excitagdo acima de 830 nm (SCHRADER,
1989; SCHRADER, 1995; SCHRADER; MOORE, 1997; SCHRADER,

1997).

Espectroscopia FT-Raman

Sinais Raman obtidos a partir de amostras biologicas séo
extremamente fracos, e a emissao de fluorescéncia acaba sendo a maior

interferéncia para as medidas de Espectroscopia Raman (ALCANTARA,
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2002). No Raman convencional onde para excitacdo geralmente se
utilizam lasers de radiacao visivel, cerca de 90% das amostras que
contém impurezas produzem forte fluorescéncia, mascarando assim, o
sinal Raman (ANGEL et al.,, 1995). Para remover esta fluorescéncia
indesejavel no espectro Raman, utilizam-se diversas técnicas como, por
exemplo, a Espectroscopia Raman Anti-Stokes Coerente (CARS). Este
método, porém, requer um sistema Optico complexo e muito caro, ndo
sendo, portanto, um método de primeira escolha. A melhor opcdo para
esta situacdo é a Espectroscopia Raman com Transformada de Fourier
(FT-Raman) utilizando como fonte de excitagdo o laser de Nd: YAG no
comprimento de onda de 1064 nm que mantém a maioria das bandas de
absorcdo dos fluoréforos fora do espectro Raman. Na regido do
comprimento de onda de 1000 a 1300 nm, o método de FT-Raman
promove a maior sensibilidade O6ptica devido ao sistema multiplex do

espectrometro FT (ALCANTARA, 2002).

A excitacao no infravermelho proximo, a 1064 nm, também
minimiza a degradacéo fotolitica da amostra, permitindo gque uma maior
poténcia de incidéncia do laser seja utilizada para compensar o
espalhamento Raman menos intenso quando excitado por comprimentos
de onda mais longos. H& alguns anos, foi demonstrado que quando se
emprega um laser de Nd: YAG como fonte de excitacdo para o efeito

Raman, o numero 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 areas de aplicacfes: para melhoria
da informacdo para interpretacdo humana e para o processamento de
dados em computador. A Transformada Discreta de Fourier Bi-
dimensional, desenvolvida por Jean Baptiste Joseph Fourier, um
matematico francés, se tornou uma ferramenta matematica de grande
aplicabilidade na solucdo dos problemas de processamento digital de
imagens, ou seja, promove a mudanca do dominio do tempo ou espaco
(x, y) para o dominio da frequéncia facilitando, assim, 0 seu

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

espectroscopia:

10 -

11 -

12-

Fragmento de bidpsia de Carcinoma Espinocelular de mucosa de boca.
Delimitacéo do fragmento que ser4 encaminhado para espectroscopia.

Fragmento de biépsia dividido em duas partes, uma seguiu a rotina de

procedimentos para diagndstico e a outra para a espectroscopia.

Armazenamento da amostra em tubo criogénico de 1,2 ml Nalgene®

devidamente identificado e numerado.

Estocagem dos tubos contendo as amostras em galdao de nitrogénio liquido,

numa temperatura de 196°C negativos.
Materiais utilizados para realizacdo da espectroscopia.

Descongelamento individual dos fragmentos em solucado de soro fisiolégico a

0,9%.
Colocacédo dos fragmentos em porta-amostra de aluminio.
Acondicionamento das amostras para analise espectroscopica.

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

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

Acondicionamento das amostras em formol 10% em frascos devidamente

identificados e numerados.

Encaminhamento das amostras para exame histopatoldgico.
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ANEXO V - Graficos individuais dos quatro primeiros PCs que

compdem o Grafico 2 da pagina 42.
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Graéfico 6 - Principal Componente 1, obtido do espectro Raman.
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Gréfico 7 - Principal Componente 2, obtido do espectro Raman.
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Gréfico 8 - Principal Componente 3, obtido do espectro Raman.
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Grafico 9 - Principal Componente 4, obtido do espectro Raman.
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