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Carvalho LFCS. Analise de queilite actinica por espectroscopia
micro FT-IR [tese]. S&o José dos Campos: Faculdade de Odontologia
de S&o José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

A queilite actinica (QA) é uma lesdo considerada potencialmente
cancerizavel, localizada principalmente em labio inferior e causada
pela exposicdo cronica a radiacdo UV. A Espectroscopia FT-IR
fornece informacgdes moleculares através de fendmenos Opticos
observado pela vibragédo de suas moléculas. Tem sido empregada em
estudos bioldgicos para a caracterizacdo de alteracbes neoplasicas.
No entanto, sdo escassos 0s estudos que envolvam processos
potencialmente cancerizaveis. Objetivou-se avaliar QAs através da
espectroscopia micro FT-IR com relagcdo aos seus aspectos
moleculares para regido de fingerprint (900-1800 cm™) e altos
nimeros de onda (2800-3600 cm™), e ainda verificar a anélise dos
componentes principais (PCA) e regressdo logistica binaria (RLB)
como modelo de diagnoéstico. Foram avaliadas 14 amostras de QA e
14 amostras de mucosas normal (MN), obtendo-se 5 espectros por
amostra, totalizando 140 espectros avaliados (70 de cada grupo). Os
resultados demonstrados pela analise dos componentes principais
revelaram pelo grafico de scree plot que os dez primeiros PCs
deveriam ser utilizados na analise. As maiores variagdes observadas
pelo gréfico de loading plot relacionaram-se aos modos vibracionais
do colageno, acidos nucléicos, lipidios e agua confinada. O modelo
de regressédo logistica binaria mostrou 80,6% de pares concordantes
para regido de fingerprint e 81,7% de pares concordantes para a
regido de altos nimeros de onda. Concluiu-se que a espectroscopia
micro FT-IR prové -caracteristicas moleculares importantes das



amostras de QA, evidenciadas tanto na regido de fingerprint como na
de altos numeros de onda

Palavras-chave: Queilite.  Andalise espectral.  Espectroscopia
infravermelho transformada de Fourier.



Carvalho LFCS. Analysis of actinic cheilitis by micro spectroscopy
FT-IR [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos: School of Dentistry
of S&o José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

Actinic cheilitis (AC) is a potentially precancerous lesion, located
primarily in lower lip caused by chronic exposure to UV radiation.
The FT-IR spectroscopy provides molecular information through
optical properties observed by the vibration of its molecules. This
technique has been used in biological studies for characterization of
neoplastic tissues. However, there are few studies involving
potentially cancerous processes. This study aimed to evaluate
molecular changes on AC through micro FT-IR spectroscopy in
fingerprint (900-1800 cm™) and high wave numbers (2800-3600 cm’
1 region, and also to verify the principal components analysis (PCA)
and binary logistic regression (BLR) as a model of diagnosis. We
evaluated 14 samples of AC and 14 samples of normal mucosa (NM),
resulting in 5 spectra per sample, totalling 140 spectra analyzed (70
from each group). The results demonstrated by PCA revealed by
scree plot graph showed that the first ten principal components
(PCs) should be used in the analysis. The largest variations observed
by loading graph plot related to the vibrational modes of collagen,
nucleic acids, lipids and confined water. The BLR model showed
80.6% of concordant pairs for the fingerprint region and 81.7% of
concordant pairs of high wave numbers region. It was concluded
that the micro FT-IR spectroscopy provides important molecular
features of AC samples, evidenced both in the fingerprint and in the
highwave numbers region.



Keywords: Spectrum analysis. Infrared spectroscopy fourier
transform. Chelitis.



1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de pesquisas visando a detec¢édo
de alteracdes de processos patologicos em sua fase inicial tem
proporcionado a busca por novos métodos de diagnostico. O
tratamento se torna mais dificil e dispendioso quando os casos sao
diagnosticados em fase tardia, comprometendo o prognostico.
Muitos autores consideram o exame histopatoldgico como sendo o
padrdo-ouro do diagnoéstico (Carvalho et al., 2011, Tomasi, 2002).
Este exame é realizado através da andlise tecidual, obtido através de
procedimento cirurgico de bidpsia excisional ou incisional. Outros
exames complementares como exames imaginoldgicos (radiografias,
tomografia computadorizada, ressonancia magnética), exames
laboratoriais (sorolégicos, bioguimicos, microbioldgicos), entre
outros, ainda podem ser requisitados no momento do processo
diagnostico, para auxiliar a elaboracdo das hipoteses diagnosticas
(Lyng et al., 2007) .

Para Holmstrup et al. (2007) muitas caracteristicas
presentes nas interacdes moleculares da célula ou do tecido avaliado

ndo podem ser demonstradas pelo exame histopatologico. Deste
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modo, outros métodos devem ser investigados para auxiliar no
diagnostico dos diversos processos patologicos.

Dentre as técnicas ndo invasivas de diagnéstico que
estio sendo pesquisadas atualmente, podemos destacar a
espectroscopia Raman, a espectroscopia por Fluorescéncia, a
espectroscopia de absorcdo no Infravermelho e o Dicroismo Circular
(Bagnato et al., 2010). A analise de amostras ex vivo possibilita a
caracterizacdo dos constituintes bioldgicos e moleculares das
mesmas, baseado na analise da estrutura e conformacdo quimica,
apos estimulacdo pela luz (Andrade et al., 2007; Lyng et al.,2007;
Naumann, 2001).

O termo “bidpsia optica” foi preconizado para estes
tipos de anélises, pois tais técnicas analisam o tecido quanto as suas
propriedades oOpticas, fornecendo informacdes adicionais do tecido
avaliado e desta maneira auxiliando no processo diagnostico
(Bagnato et al., 2010; Carvalho et al, 2010; Conti et al, 2009; Lyng et
al., 2007)

Apesar da necessidade da obtencdo de padrdes
espectrais dos mais diversos tipos de processos patoldgicos, grande
parte dos estudos envolvendo estas técnicas de biopsia Optica ainda
dedica-se somente a comparagdes de espectros provenientes de
neoplasias malignas e mucosas normais (Kendall et al., 2010; Conti
et al., 2009; Kurachi et al., 2008; Lyng et al., 2007; Malini et al.,
2006; Li et al., 2005; Wang et al., 2003). Estudos com tais técnicas
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para analise de lesdes inflamatorias e que tenham potencial de
transformacdo malignasdo escassos na literatura (Carvalho et al.,
2010; Andrade et al., 2007; Cheng et al., 2005; Mahadevan et al.,
1998). Diante disso, € oportuno o estudo de queilite actinica, a qual é
considerada uma lesdo que apresenta um potencial evolutivo para o
carcinoma epidermdide labial (Amishi et al.,, 2010; Nico et al.,
2007).

A utilizacdo dessas técnicas espectroscopicas, como a
espectroscopia FT-IR (Jackson, Sowa, 1997), pode auxiliar na
obtencdo de parametros que podem ser utilizados para verificar
alteracOes patoldgicas em nivel bioguimico, biologico, estrutural e
morfoldgico, sempre objetivando que estas alteracbes sejam

observadas 0 mais precocemente possivel.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Queilite actinica

A queilite actinica (QA) é uma lesdo considerada
potencialmente cancerizavel, localizada no vermelhdo labial,
especialmente no l&bio inferior, que desenvolve-se principalmente
devido a exposicao cronica e excessiva a radiacdo ultravioleta. Esta
condicdo esta relacionada na maioria dos casos em paciente
leucodermas, e que ainda tem habitos diarios de exposicdo a luz
solar. Sendo entdo segundo Regezzi et al., 2005 intimamente
relacionada com a exposi¢cdo cumulativa total a radiacdo UV e
inversamente a quantidade de pigmentacdo cutanea. A queilite
actinica apresenta padrdo e comportamento fisiopatoldgico similar a
gueratose actinica da pele (Ulrich et al., 2011; Neville et al., 2009).

Os comprimentos de onda que estdo na faixa do
ultravioleta (290 e 320 nm) do espectro eletromagnético (Figura 1)
sd0 0s responsaveis por causar alteraces nas células epiteliais, que
podem levar as mesmas a apresentarem potencial de transformacéo

maligna. Essa radiacdo também pode levar a alteragdes do tecido
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conjuntivo, observadas principalmente como a elastose solar, ou
degeneracdo basofilica do colageno (Amishi et al., 2010; Cavalcanti
et al., 2008).

Figura 1 - Espectro eletromagnético . Observar que a radiacdo UV localiza-se na regio
das radiacOes ionizaveis, podendo levar alteragdes nos tecidos epiteliais e conjuntivos
que podem ter potencial cancerizavel. Como exemplo de radia¢es ndo ionizaveis, além
das ondas de infravermelho, microondas e ondas de radio, existem as ondas VLF (very
low-frequency) e ELF (extremely low-frequency).

Clinicamente a lesdo é principalmente observada em
pacientes acima de 45 anos, e maioria ocorre no sexo masculino,
exatamente pelos homens estarem mais exposto a radiagdo UV

devido a condigdes de trabalho. As lesdes tém um curso clinico

* Fonte: http://www.ocaduceu.com.br/web/?p=220
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lento, e o0 vermelhdo dos labios afetados apresenta um aspecto palido,
edemaciado e atréfico. Frequentemente sdo observados fissuras e
enrugamentos em angulo reto com a juncdo mucocutanea. Nos casos
avancados, esta juncdo pode estar totalmente apagada ou irregular, e
areas leucoplasicas também podem ser notadas. Podem ser
observadas areas de descamacdo, rachaduras e ulceracdes
superficiais, as quais podem estar intimamente relacionadas a um
estagio inicial do carcinoma epidermdide (Cavalcanti et al., 2008;
Nico et al., 2007) (Figura 2).

Figura 2 - Aspecto clinico da queilite actinica .

“Fonte: Arquivo da Disciplina de Propedéutica Estomatolégica do Departamento de Biociéncias
e Diagnostico Bucal da FOSJC/UNESP.
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As alteracdes histopatologicas das queilites actinicas
sdo observadas em epitélio e tecido conjuntivo. O epitélio
caracteriza-se por apresentar-se atrofico, porém em alguns casos sao
observados areas de acantose e marcante producdo de queratina, que
apresenta espessura variavel. E importante ressaltar que varios graus
de atipias podem ser observados, levando o patologista a classificar
as QAs lesdes com atipia discreta, moderada ou severa. As alteracdes
observadas no tecido conjuntivo caracterizam-se como elastose solar,
ou degeneraces basofilicas do colageno e das fibras elaticas.
Também podem ser observados vasos teleangiectasicos (Nico et al.,
2007).

O tratamento esta diretamente relacionado ao grau de
atipia que sera observado na andlise histopatologica sendo o
prognostico imprevisivel e. De qualquer maneira 0s pacientes devem
ser orientados quanto aos procedimentos preventivos, uma vez que se
trata de uma lesdo com potencial de transformacdo maligna (Ulrich
et al., 2011; Amishi et al., 2010). Tais procedimentos incluem uma
diminuicdo a exposicao diaria a radiacdo UV, que também pode ser
auxiliada com o uso de protetor solar labial, chapéu de abas largas,
no caso dos homens o uso do bigode, e a consulta periddica ao
estomatologista.

Se 0 paciente apresentar areas de ulceracao superficial
devem ser realizadas biopsias incisionais, para esclarecimento da

lesdo quanto ao grau de atipia. Em todos o0s casos 0 acompanhamento
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por longo periodo € recomendado, e no caso de lesdes com atipias
severas o tratamento radical, como a vermelhenectomia, podera ser
instituido (Amishi et al., 2010).

2.2 Técnicas de espectroscopia

A espectroscopia € a interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus principais
objetivos a determinacdo dos niveis de energia dos atomos ou
moléculas. De maneira direta, sdo obtidas as diferencas entre estes
niveis de energia a partir de medidas que determinam as posicoes
relativas dos niveis energéticos. No caso das moléculas, a regido
espectral onde estas transicdes sdo observadas depende do tipo de
niveis energéticos envolvidos: eletrbnicos, vibracionais e/ou
rotacionais. Assim, as vibracdes moleculares podem ser medidas por
diferentes técnicas como a espectroscopia Raman e espectroscopia de
absorcdo no Infravermelho, ou através da anélise da “nuvem”
eletronica como a espectroscopia de absor¢do Eletronica e a
espectroscopia de Fluorescéncia e (Naumann, 2001; Sala, 1995).
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2.2.1 Espectroscopia FT-IR

Novos metodos dpticos tém sido desenvolvidos numa
tentativa de realizar diagnosticos precoces, podendo fornecer em
tempo real informacdes sobre os tecidos; entre elas, estd a
espectroscopia de Infravermelho cuja anélise é feita com base
trigonométrica, a qual € denominada transformada de Fourier (FT-
IR) que é utilizada para explorar as mudancas da microarquitetura e
bioquimica dos tecidos. A espectrosocopia FT-IR pode ser
considerada uma potente ferramenta de diagnostico quando
comparada a outras técnicas, porgque requer uma pequena quantidade
de amostra que pode ser analisada em diferentes formas e estados
fisicos, ndo exigindo qualquer tipo de corante ou fixacdo. Ainda, a
aquisicdo dos espectros ocorre em apenas alguns segundos e desta
forma pode-se obter uma analise tecidual das alteracfes causadas
pelos processos patoldgicos de maneira rapida e ndo subjetiva (Conti
et al., 2008, 2009; Lin et al., 2007; Bostrom et al., 2006; Petibois,
Deléris, 2006; Li et al., 2005; Wang et al., 2003).

Esta técnica baseia-se no fato de que 0s grupos
funcionais de todas as moléculas vibram em temperatura ambiente.
Quando a luz infravermelha incide sobre a amostra a ser analisada,

parte dela é absorvida pelos varios grupos funcionais das moléculas
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que sdo detectadas e apresentadas como um espectro infravermelho
(IV). O IV é constituido por bandas com frequéncia e intensidade
diferentes, as quais estdo relacionadas com o modo vibracional e
com propriedades polares, bem como com a concentragéo relativa de
cada um dos grupos funcionais. Com a alteracdo das propriedades
estruturais e dos grupos funcionais as bandas também serdo mudadas
(Naumann, 2001; Sala, 1995).

Para analise dos espectros podemos avaliar duas
regides distintas. A regido conhecida como fingerprint, ou impressao
digital, que localiza-se entre 900 e 1800 cm™ e esta relacionada a
varias macromoléculas como proteinas, lipidios, acidos nucléicos,
polissacarideos, entre outras. A regido localizada entre as frequéncias
de 2800 e 3600 cm™ é conhecida por altos nimeros de ondas, apesar
de ndo ser muito estudada quanto a regido de fingerprint, apresenta
informacdes importantes relacionadas as vibragdes de CH,, CH3, NH
e OH, correspondentes, a lipidios, fosfolipidios e a agua confinada
(Carvalho et al., 2010; Conti et al, 2008; Lin et al., 2007; Gniadecka
et al., 2003; Naumann, 2001).
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2.3 Biopsia Optica

As técnicas de biopsia Optica evidenciam alteragdes
bioquimicas e estruturais, fornecendo dados que podem ser utilizados
para obtencdo de diagndstico precoce e diferencial de varias lesdes,
podendo estas informacdes ser obtidas em tempo real (Movasaghi et
al., 2008; Penteado et al., 2008; Lyng et al., 2007; Malini et al.,
2006; Cheng et al., 2005; Osada et al., 2004). A histopatologia
fornece informagdes morfoldgicas do tecido avaliado, entretanto o
diagnostico pode levar alguns dias para que seja concluido
(Holmstrup et al., 2007; Gniadecka et al., 2004). Nos estudos de
tecidos bioldgicos que apresentavam alteracBes malignas, a simples
observacdo visual dos espectros obtidos foi suficiente para
diferenciar as amostras (Kurachi et al., 2008).

Os tecidos com neoplasia maligna demonstram
espectros mais irregulares e com mais “ruidos” do que os de tecido
normal (Venkatakrishna et al., 2001). Desse modo, uma observacgéo
mais apurada dos espectros permitira identificar grandes diferencas
espectrais em algumas regibes, as quais correspondemaos modos
vibracionais alterados devido ao processo patolégico (Kendall et al.,
2010; Carvalho et al, 2010; Conti et al., 2009; Kurachi et al., 2008;
Andrade et al., 2007; Lyng et al., 2007; Malini et al., 2006; Li et al.,
2005; Wang et al., 2003).
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A patogénese e o desenvolvimento do cancer séo
processos multifatoriais controlados por varios genes. A cooperagao
dos oncogenes e dos antioncogenes na inativacdo do processo
neoplésico causa mudancas significativas nos conteddos estruturais
de proteinas, &cidos nucléicos e lipidios intracelulares. As mudancas
supracitadas podem ser analisadas pela espectroscopia FT-IR,
possibilitando o diagnéstico de células neoplasicas em nivel
molecular (Conti et al., 2009; Lin et al, 2007; Worangasavu, 2007
Bostrom et al., 2006; Petibais, Deléris, 2006; Li et al., 2005; Wang et
al., 2003; Levine, Wetzel, 1998; Jackson, Sowa, 1997).

A espectroscopia FT-IR foi aplicada pelos autores
Levine et al. (1998) com eficécia para diagnostico de doengas como
a esclerose maltipla. Uma amostra da substancia branca da regido
subcortical do cérebro com esclerose mdltipla foi avaliada
conjuntamente com amostras controle de individuos que morreram
sem nenhuma doenga do sistema nervoso central. A partir das
medicOes da FT-IR, os autores obtiveram analise dos dois tecidos
observando absorcOes de padrdes similares que sdo encontrados
principalmente nos lipidios, fosfolipidios e glicolipidios.
Evidenciaram principalmente que nesta condicdo patologica algumas
moléculas como proteinas e lipidios estdo oxidadas, confirmando a
hipdtese de que radicais livres estdo envolvidos com a patogénese da

esclerose multipla.
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Como citadas anteriormente varias sdo as tecnicas
disponiveis para diagndstico de processos patolégicos. Petibois e
Deléris 2006 revisaram 0s recentes avancos da espectroscopia FT-IR
para analise e diagnéstico de células neoplasicas e tecidos de com
neoplasia maligna de origem cerebrais. Devido ao minimo tempo
necessario para obtencdo dos espectros, concluiram que a
espectroscopia FT-IR deve ser desenvolvida para aplicacdo clinica,
para permitir a unido entre informag6es morfolégicas e moleculares,
e auxiliar os histopatologistas no diagnostico do cancer.

Bostrom et al. 2006 desenvolveram um estudo com a
espectroscopia FT-IR analisando as alteragdes moleculares causadas
pelo desenvolvimento de osteoartrite. Foram observados os seguintes
aspectos: quantidade de prostaglandinas, orientacdo das fibrilas de
colageno, conteddo e integridade molecular do colageno. Assim, foi
realizada uma analise comparativa dos tecidos cartilaginosos normais
e patoldgicos que foram coletados de pacientes do sexo masculino e
feminino com idade entre 46 e 87 anos durante a cirurgia do joelho.
A comparacdo demonstrou principalmente reducdo de colageno e
prostaglandinas, além da perda da orientacdo das fibras de colageno,
diminuicdo da atividade dos condrocitos em relacdo a producéo
suficiente de prostaglandinas e aumento da sua atividade com relacéo
a degradacdo de colageno. A alteracdo foi observada na regido de
1338 cm™, no qual houve uma reducdo da assinatura espectral que
indica danos no coldgeno tipo Il encontrado no inicio do
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desenvolvimento da osteoartrite. Sendo assim, 0s autores
confirmaram que a FT-IR é capaz de fornecer informacoes
detalhadas sobre as cartilagens, demostrando &€ uma importante
ferramenta de diagnostico.

Conti et al. 2008, avaliaram cancer de colon por
espectroscopia micro FT-IR. Neste estudo citaram que a técnica
apresentou resultados satisfatorios de acordo com o0s achados
patoldgicos. Mesmo as composi¢es dos tecidos avaliados sendo
complexa, em média, 0s espectros puderam representar grupos com
caracteristicas neoplasicas e grupos com caracteristica de
normalidade, podendo ser utilizados como padrdo para mapeamento
lesional. Concluiram néo ser possivel diferenciar entres os estagios
iniciais das patologias e os tecidos normais, relacionando este achado

ao numero limitado de amostras avaliadas.



3 PROPOSICAO

O estudo teve como proposicdo a analise de amostras
ex vivo de QA através da espectroscopia micro FT-IR, avaliando as
caracteristicas das mesmas em nivel molecular, para regido de
fingerprint e altos ndmeros de onda, relacionando 0s espectros

obtidos aos achados histopatolégicos.



4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S3o José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FOSJC/UNESP) sob protocolo 032/2010-PH/CEP (Anexo A).

O desenvolvimento da pesquisa envolve duas
Instituicdes de Ensino Superior: FOSJC/UNESP e o Centro de
Ciéncias Naturais e Humanas (CCNH) da Universidade Federal do
ABC (UFABC).

Os pacientes atendidos no ambulatorio de
Propedéutica Estomatologica do Departamento de Biociéncias e
Diagnostico Bucal da FOSJC/UNESP com indicacdo de biopsia
incisional de queilite actinica foram convidados a participar da
pesquisa. Os pacientes receberam informacdo relacionada aos
procedimentos e objetivo da pesquisa e aqueles que aceitaram
participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) ap0s a leitura e esclarecimento (Anexo B).
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4.1 Obtencdo das amostras

As amostras de queilite actinica foram obtidas de
fragmentos de biopsia incisional no total de 14 amostras de queilite
actinica. Como rotina clinica, as biopsias em QAs sdo realizadas em
regido que apresente areas eritematosas, ulceradas e/ou
esbranquicadas. Amostras de mucosa normal (n=14) foram obtidas,
quando possivel, de fragmentos de bidpsia incisional ou excisional
de lesbes de mucosa labial inferior, como mucocele, que tenham
margem cirdrgica estendida de acordo com a indicacdo terapéutica

para obtencéo de parametros visando a avaliagcdo dos espectros.

4.1.1 Armazenamento das amostras

Um fragmento medindo cerca de 2mm de
comprimento foi excisado da peca cirargica, lavado com solucéo
fisiologica a 0,9 % (NaCl) Aster®, colocado em tubo criogénico
Nalgene® devidamente identificado e numerado, e imediatamente
armazenado em freezer (-70°C) Thermo Scientific LTDA.

A peca cirurgica foi fixada em formol a 10 % para

analise histopatologica e encaminhado ao Laboratério de Patologia
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do Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal da
FOSJC/UNESP.

4.1.2 Transporte das amostras

As amostras foram transportadas até o laboratério da
UFABC, localizado em Santo André, Sdo Paulo. O transporte foi
realizado em galdes de nitrogénio liquido proprios para o transporte,
evitando o descongelamento e a possivel degradacdo das amostras
antes da analise dos espectros FT-IR. A anélise foi realizada sob
orientacdo do Prof. Dr. Herculano da Silva Martinho, do CCNH da
UFABC.

O acondicionamento e transporte foram realizados
segundo a resolucdo CFM n° 1.823/2007, publicada no D.O.U. 31
de agosto de 2007, Secdo I, pag. 119, que normatiza o
acondicionamento de material humano coletado para procedimentos
diagnosticos a serem transportados para outra localidade que ndo a
da sede da coleta; e tambeém baseado nos critérios estabelecidos pela
Anvisa para realizacdo deste procedimento pelos laboratérios
clinicos na seccdo 6.1.10 Resolucdo da Diretoria Colegiada
(ANVISA/Ministério da Saude) — RDC n° 302, de 13 de outubro de
2005.
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4.2 Espectroscopia Micro FT-IR

Os espectrometros instalados na Central Experimental
Multi-usuério da UFABC, FT-IR 660 e FT-IR 610 — Varian Inc

foram utilizados para aquisi¢éo dos dados espectrais (Figura 3).

Figura 3 - Espectrémetro FT-IR Varian 610 e 660.
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4.3 Preparacgdo das amostras

O descongelamento das amostras foi realizado solucao
fisiolégica a 0,9 % (NaCl) Aster®, no momento da utilizacdo no
experimento. Apés o descongelamento, com o auxilio de uma pinca
clinica, a amostra foi colocada em um substrato de platina (Figura 4).
Os espectros foram obtidos com o feixe de luz passando
primeiramente pelo epitélio e depois pelo tecido conjuntivo,
objetivando um modelo para analise in vivo. Este conjunto foi levado
ao espectrébmetro Micro FT-IR para obtencdo dos espectros com o
auxilio do acessorio de reflexdo total atenuada (Attenuated total
reflection-ATR) (Figura 5).



Figura 4 - Placa de Platina com a amostra e pinca clinica ao lado. Esse conjunto
placa/amostra foi levado ao equipamento para aquisicdo dos espectros.

Figura 5 - Acessorio de Reflexdo Total Atenuada (ATR) para Micro FT-IR.

42
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Assim, o0s espectros foram obtidos quando ocorreu um
leve contato entre a amostra que esta sobre o substrato de platina

com o cristal do acessorio de ATR (Figura 6).

Figura 6 - Conjunto placa/amostra, mostrando o contato da amostra com o cristal do
ATR.

Antes da analise, foi realizado um background com 800
scans, e depois a amostra foi colocada no substrato de platina, o qual
recebeu um total de 400 scans para obtencdo dos espectros. Cada
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amostra foi analisada em 5 pontos diferentes visando a avaliagdo na

maior extensdo possivel pela técnica de Micro FT-IR (Figura 7).

Feixe central de
Pontos que luz
o feixe de
luz atinge . Amostra
na amostra

Figura 7 - Esquema de atuacéo do feixe de luz sobre a amostra para obtencdo dos
espectros.

Quadro 1 - Pardmetros de Aquisicédo dos espectros FT-IR

Espectrémetro FT-IR Parametros de Aquisicéo
N varreduras background 800 scans

Tempo médio background 4 minutos

N varreduras amostra 400 scans

Tempo médio amostra 1 minutos

Resolucéo 4cm?

4.4  Analise dos espectros FT-IR

Os espectros obtidos e armazenados pelo software de
controle do equipamento foram convertidos para o formato ASCII,

para posterior processamento e analise no Minitab 14.2° e Origin 8°.
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Apds a obtencdo dos espectros FT-IR, estes foram
convertidos para o formato csv. Foi realizada entdo a subtracdo da
linha de base pelo programa FITyK®, sendo o0s espectros
automaticamente convertido para o formato dat. Assim foi realizada
a normalizacdo vetorial com o uso do programa Minitab 14.0°.

Como primeira anélise foram construidos graficos de
Box Plot, através do software Origin 8.0, que possibilitaram
avaliacdo dos espectros quanto as variacBes de intensidade e
deslocamento com relacdo ao aparecimento dos picos entre 0S
espectros.

Para classificacdo dos espectros, foi realizada a
Analise de Componentes Principais (PCA - Principal Components
Analysis). Os resultados da PCA foram apresentados por meio do
grafico de Loading Plot, que confrontam os PCs (componentes
principais) ao deslocamento FT-IR, favorecendo a identificacdo das
principais bandas que possibilitaram a classificagdo entre 0s
espectros das amostras.

O modelo de diagnostico utilizado foi a anélise de
regressao logistica binaria, observando-se os pares de concordantes
fornecidos pelo teste. Os resultados obtidos por meio desta
metodologia de classificacdo aplicada aos espectros foram validados
por meio da Curva ROC (Receveir Operating Characteristic). Para
verificar a sensibilidade e a especificidade do estudo, foi realizado o

calculo da area abaixo da curva ROC, a qual apresenta associacédo ao
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poder discriminante do teste diagnostico. As coordenadas deste
grafico (x e y) representam medidas de probabilidade e, por
conseguinte, variam de zero a um, o que possibilita obter o valor

preditivo do modelo.

4.5 Analise histopatoldgica

Apbs a coleta dos espectros, as amostras foram
fixadas em solucdo de formol a 10 % para fixacdo para analise
histopatologica no Laboratorio de Patologia do Departamento de
Biociéncias e Diagndéstico Bucal da FOSJC/UNESP.

Para classificacdo das amostras como queilite actinica
foram observadas alteracGes em epitélio como acantose, hiperplasia
dos cones epiteliais, espongiose, variacdes nas camadas de queratina,
podendo a amostra ser considerada como hipergueratinizada.
Tambeém sdo observadas atipias celulares que levam a caracterizagao
da amostra como atipia discreta, moderada ou severa. No tecido
conjuntivo, alem do infiltrado inflamatorio que pode estar presente, a
principal variacdo observada esta relacionada a degeneracao

basofilica do colageno, ou elastose solar.



5 RESULTADOS

5.1 Analise histopatoldgica

A andlise histoldgica dos especimes de MN estudados
evidenciou mucosa de revestimento com aspecto de normalidade e
lamina propria com fibras colagenas dispostas em feixes paralelos e
componentes celulares residentes caracteristicos. As amostras do
grupo de QA revelaram epitélio acantético, com atipias epiteliais que
variaram de discreta e moderada, e hiperparaqueratinizacdo. O tecido
conjuntivo apresentou elastose solar, com degeneracdo baosilica das
fibras colagenas, e vasos dispersos pelo estroma. Células
inflamatdrias também foram observadas em algumas amostras
(Figura 8).
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Figura 8 - A) Aspectos histopatolégicos das amostras de queilite actinica (HE-10x),
mostrando em; B) as caracteristicas do epitélio, como intensa acantose, e uma camada
espessa de queratina (HE-40x), e em; C) detalhe para degeneracdo basofilica do
colageno, que ficou evidente em todas as amostras de QA (HE-40x).
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5.2 Analise dos espectros FT-IR

Apbs a normalizacdo dos espectros, foi obtida a
média destes e 0 desvio padrdo, e construidos graficos de box plot

para as amostras de MN e de QA (Figuras 9 e 10).

Figura 9 - Gréfico de Box Plot das amostras de MN (acima) e QA (abaixo) da regido de
fingerprint. A linha preta refere-se a média dos espectros, e 0 sombreado em cinza
relaciona-se ao desvio padrdo dos mesmaos.
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Figura 10 - Gréafico de Box Plot das amostras de MN (acima) e QA (abaixo) da regido
de altos nimeros de onda. A linha preta refere-se a média dos espectros, e o sombreado
em cinza relaciona-se ao desvio padrdo dos mesmos.
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Pela analise simples dos graficos de Box Plot fica
dificil uma discriminacéo entre as amostras e uma correlacéo entre as
bandas que apresentaram maiores variacdes. Desse modo foi
realizado a analise de componentes principais, pois a mesma
consegue evidenciar quais Ssd0 as variaveis que mais estdo
contribuindo para o modelo de estudo, visto que amostras bioldgicas
apresentam estruturas com caracteristicas complexas que podem
interferir na analise estatistica.

Para a classificacdo dos espectros FT-IR foi realizada
a Andlise dos Componentes Principais (PCA). Apos a obtencdo dos
dados da PCA foi realizado um teste sobre estes dados para
verificagdo dos autovalores relacionados aos PCs, com o objetivo de
verificar quantos PCs deveriam ser retidos na analise. Este teste
forneceu o grafico Scree Plot, o qual possibilita a visualizacdo dos
autovalores, procurando-se interromper a analise quando ha uma
dobra na curva, fazendo com que a diferenca entre os PCs se torne
pequena. No presente estudo esta dobra foi evidenciada a no PC10,
fazendo com que a andlise de regressdo logistica binaria para
separacdo das amostras de MN e QA fosse realizada utilizando os
dez primeiros PCs (Figura 11).
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Figura 11 - Gréafico de Scree Plot. Relacdo entre 0os componentes principais e 0s
autovalores, mostrando quais PCs devem ser utilizados para analise estatistica. O PC10
ainda contribuiu para classificacdo dos espectros.

Para explicar bioguimicamente as diferencas
encontradas tanto espectral quanto morfologicamente entre os dados
de MN e QA, foram construidos graficos de Loading Plot (Figuras
12 e 13). Analisando os graficos de loading plot para as regifes de
fingerprint e altos nimeros de ondas, também ficou evidente que
PC1-PC10 apresentaram informacdes relevantes para classificacdo
das amostras, comprovando o critério estabelecido pelo gréafico de
Scree Plot que considerou os dez primeiros PCs para utilizagdo nas

analises estatisticas.
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Figura 12 - Gréfico de Loading Plot da regido de fingerprint. Observar a relacdo de
intensidade positiva e negativa comparando-se ao PC1. Verificar que o PC10 também
apresenta informacdes em algumas bandas que foram utilizadas para classificacdo dos
espectros, confirmando o resultado mostrado no gréfico de Scree Plot.
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Figura 13 - Gréafico de Loading Plot da regido de altos nimeros de onda. Observar a
relacéo de intensidade positiva e negativa comparando-se ao PC1. Verificar que o PC10
também apresenta informacfes em algumas bandas que foram utilizadas para
classificacdo dos espectros, confirmando o resultado mostrado no grafico de Scree Plot.

Observando os graficos de loading plot tanto da
regido de fingerprint como da de altos numeros de onda ressalta-se
gue o PC1 representa 0 espectro méedio das amostras, e 0s PCs
subsequientes mostram as regiGes espectrais as quais apresentaram

maiores variag0es. Foram consideradas mais relevantes as regioes
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que apresentaram diferencas de intensidade negativa ou positiva
comparando-se ao PC1 (Figuras 12 e 13).

Desse modo, para a regido de fingerprint as bandas
que apresentaram uma maior diferenca espectral relacionaram-se
principalmente as vibrages C-C e C-H, nas quais observamos que o
colageno e os acidos nucléicos (DNA e RNA) foram as estruturas
que mais apresentaram contribuicdes para o diagnostico (Quadro 2).
A regido espectral de altos numeros de ondas apresenta informacdes
relacionadas principalmente a estruturas lipidicas, e variacfes de
moléculas da dgua confinada presente nos tecidos. Assim, na analise
dos loading plots, utilizando o mesmo critério de escolha citado
anteriormente, as bandas com alteracdes dessas macromoléculas
(4gua e lipidios) apresentaram maiores variacdes espectrais (Quadro
3).
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Quadro 2 - Modos vibracionais referentes as diferencas espectrais
encontradas entre as amostras de MN e QA para a regido espectral de
fingerprint. (Movasaghi et al., 2008).

BANDAS (cm™) | MODOS VIBRACIONAIS COMPONENTES
ESTRUTURAIS

970 Estiramento dianionico do fosfato | DNA

1033/4 v (CC) esqueleto cis Colageno

1058/9 Estiramento C-OH Oligossacarideos

1084/5/6 vs (PO>) Acidos nucléicos

1224 Estiramento ass (PO7) RNA/DNA/Coléageno

1458 Estiramento ass CH; Colageno

1514 v (C=C) Estrutura carotendide (pigmento
celular)

1570 Amida Il Colageno

1635 Estrutura B-sheet Amida | Colageno

1658 Estiramento C=0/Amida | Colageno

1743 Estiramento C=0 Lipidios

Quadro 3 - Modos vibracionais referentes as diferengas espectrais
encontradas entre as amostras de MN e QA para a regido de altos
numeros de ondas. (Movasaghi et al., 2008).

BANDAS (cm™) | MODOS VIBRACIONAIS | COMPONENTES
ESTRUTURAIS

2853 v CH, Membrana de lipidios

2915 v CH,/CHj; Fosfolipidios

2973 v ass CHs Lipidios/acidos graxos

3330 Estiramento ass N-H ?

3396 Estiramento ass O-H Agua confinada
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Utilizando o resultado da analise dos componentes
principais (PCA), foi realizada analise de regressdo logistica binaria
como modelo para promocdo de diagndstico. Como citado
anteriormente, os dez primeiros PCs foram utilizados nesta analise.
Comparando-se 70 espectros de MN com 70 espectros de QA,
referente aos 14 pacientes de cada grupo que participaram do estudo
observou-se neste modelo de estudo 80,6 % de pares concordantes
para a regido de fingerprint e 81,7% para a regido de altos nimeros
de onda.

Foi realizada a analise de regressao logistica também
utilizando-se um menor nimero de PCs (componentes principais), a
gual mostrou que quanto menor for o nimero de PCs utilizados ha
uma diminuicdo nos pares concordantes (Figuras 14 e 15),
confirmando mais uma vez a razao da utilizacdo dos dez primeiros

PCs no modelo de diagnéstico.
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Figura 14 - Relacdo da porcentagem de pares concordantes e do nimero de PCs
utilizados para analise de regressdo logistica binaria na regido de fingerprint. Notar que
quanto menor for o nimero de PCs utilizados ocorre uma diminuicdo na porcentagem
dos pares concordantes.



59

Figura 15 - Relacdo da porcentagem de pares concordantes e do nimero de PCs
utilizados para analise de regressdo logistica binaria na regido de altos nimeros de onda.
Notar que quanto menor for o nimero de PCs utilizados ocorre uma diminui¢do na
porcentagem dos pares concordantes.

Para avaliar a especificidade e a sensibilidade do
modelo de diagndstico foi realizada a curva ROC, que mostrou um
valor preditivo do modelo correspondente a area sob a curva, sendo
0,79 para a regido de altos niumeros de onda e 0,74 para a regido de

fingerprint (Figura 16).
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Figura 16 - Curva ROC. Observar a area sob a curva, mostrando que a regido de altos
ntmeros de onda apresenta um valor maior do que a regido de fingerprint.



6 DISCUSSAO

Atualmente muitos estudos no ramo da biopsia optica
tém sido realizados, principalmente com o objetivo da padronizacdo
das técnicas, para uma possivel aplicagéo in vivo. Alguns autores ja
estdo realizando alguns estudos in vivo com algumas técnicas como
espectroscopia Raman e espectroscopia por reflectancia (Kendall et
al., 2010; Schwarz et al., 2009; Robichaux-Viehoever et al., 2007,
Haka et al., 2006; Baker-Shut et al., 2000). Porém o presente estudo
demonstrou que muito ainda tem que ser feito antes que possamos
instituir o uso rotineiro da bidpsia oOptica, principalmente porque os
autores tem se dedicado muito mais na analise de neoplasias
malignas ao invés de pesquisarem com alteracdes com potencial de
malignizagdo, como a queilite actinica, e alteracbes de carater
inflamatorio. Tais alteracdes, citadas em estudos prévios como sendo
de dificil diagnostico, podem interferir na interpretacdo de espectros
normais ou malignos, apresentando resultados falsos-positivos ou
falsos-negativos (Carvalho et al., 2010; Malini et al., 2006).

Outrossim, a eminente progressao das técnicas dpticas
na pratica clinica deve possibilitar informagfes mais detalhadas de

lesGes bucais, haja vista a espectroscopia micro FT-IR. Importante
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que o0s estudos possibilitem a criacdo de um banco de dados
espectrais das mesmas, contribuindo para o diagndstico in vivo
atraves destas técnicas.

A tecnica de FT-IR é reconhecidamente util para
verificar alteracdes em nivel molecular. As amostras de MN e QA
exibiram diferentes vibragdes, como estiramento, flexdo, deformacéo
ou combinacdes de vibracOes, estas estdo diretamente relacionadas
com a estrutura molecular das biomoléculas constituintes (Lin et al.,
2007), mostrando assim, informacbes Uteis e complementares ao
exame histopatologico. A queilite actinica € uma lesdo
potencialmente cancerizavel (Cavalcante et al., 2008, Regezzi et al.,
2000), podendo apresentar alteragdes nos acido nucléicos, que estdo
diretamente envolvidas com o processo de sintese e multiplicacdo
celular, e nas fibras colagenas. No presente estudo as principais
alteracOes verificadas a partir da anélise dos espectros envolveram
principalmente a degeneracdo do colageno, causado pela radiagéo
ultra-violeta (UV) e variagOes nos acidos nucléicos (DNA e RNA),
que também podem estar associadas a radiacdo UV.

A associacdo da espectroscopia micro FT-IR com o
acessorio de ATR permitiram que a andlise das amostras
apresentasse algumas vantagens, como: pouco tempo para aquisicdo
dos espectros, ndo ser destrutiva, alta relacdo sinal/ruido e alta
resolucdo espacial (Lin et al., 2007). Além disso, foi possivel a

obtencdo de varios pontos na mesma amostra; desse modo foram
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obtidos 140 espectros no total, fazendo com que as amostras fossem
avaliadas na maior area possivel.

Foi observado através do PCA e dos graficos de
loading plots que as maiores variagOes espectrais entre as amostras
de QA e MN na regido de fingerprint estdo relacionadas ao colageno,
acidos nucléicos e lipidios. Do ponto de vista histopatoldgico, um
dos indicadores para o diagnostico de QA é a degeneracao basofilica
do colageno que ocorre no tecido conjuntivo subjacente, causado
principalmente pelo efeito da radiagdo UV.

Analisando a regido de altos nimeros de onda, fica
evidente que os lipidios e a agua confinada séo as caracteristicas
mais importantes para que o diagndstico entre as amostras seja
observado. A variacdo encontrada nos lipidios e fosfolipidios
(Hubner, Blume, 1998) pode estar relacionada a um inicio de
degeneracdo que ocorre nas membranas plasmaticas das células, as
quais apresentam essas macromoléculas em abundancia, devido ao
efeito cronico da radiacéo solar.

Alguns autores relatam que as moléculas de agua
podem agrupar-se forma diferente quando um processo patolégico é
evidenciado, como citado por Cibulsky et al., (2007). Desse modo, as
moléculas de &agua estdo sob diferentes formas em neoplasias
malignas e tecidos normais. Gniadecka et al., (2003), também relata
que a agua pode comportar-se de modo diferente se for encontrada

nos meios intra e extra celular. Carvalho, Sato et al.,, (2010)
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analisando a regido em altos nimeros de onda, por espectroscopia
Raman, também observou informacdes relevantes para o diagnostico
de lesdes inflamatdrias e mucosas normais, as quais também foram
relacionadas com diferentes agrupamentos das vibragoes OH. Assim,
no presente estudo foi verificado uma variagdo na regido espectral de
3396 cm referente a a4gua confinada. Uma provéavel degeneracdo
tecidual que ocorre nas amostras de QA pode influenciar o
agrupamento da agua confinada nessas amostras.

Muitos autores relatam que a importancia das técnicas
consideradas como bidpsia 6ptica (espectroscopias Raman, FT-IR,
Fluorescénica, UV-Vis, entre outras) deve-se principalmente a
obtencdo de um diagnostico concreto através dos espectros, ou
melhor, que as mesmas obtenham altos indices de sensibilidade e
especificidade (Malini et al., 2006; Wang et al, 2003;
Venkatakrishna et al., 2001). Porém, apesar dessa afirmacao
proceder e do presente estudo também obter um indice acima de 80%
de sensibilidade e especificidade, é importante ressaltar ainda que as
espectroscopias vibracionais (FT-IR e Raman) mostram informagdes
relevantes para o0 entendimento do comportamento das
macromoléculas em estados patoldgicos e fisioldgicos, as quais ndo
podem ser observadas somente pela analise morfoldgica, realizada
atraves da histopatologia. Assim, no estagio atual, os diversos

pesquisadores devem considerar tais técnicas como complementares
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aos exames histopatologicos, imunoistoquimicos,
imunofluorescentes, entre outros.

Comparando-se com outras técnicas convencionais, a
espectroscopia vibracional oferece algumas vantagens: 1) requer
minima quantidade de amostra que pode ser analisada em diferentes
formas e estados fisicos, 2) ndo necessita qualquer procedimento
prévio de preparacdo da amostra, tais como secagem ou coloracdes e
3) € uma técnica baseada em analise computadorizada dos espectros,
podendo entdo ser automatizada (Conti et al., 2008). Algumas
desvantagens relacionadas a esta técnica relacionam-se a amostra
estar muito hidradata, o que pode ocasionar um déficit na obtencéo
do sinal de absorcdo no infravermelho, levando a obtencdo de um
espectro de baixa qualidade.

A tecnica da Espectroscopia FT-IR utilizando as
regides de fingerprint e de alto ndmero de onda possibilitou
identificar em 80,6% e 81,7%, respectivamente, a relacdo que existe
entre as amostras de QA e MN através da anéalise dos componentes
principais (PCA) e da analise de regressdo logistica binaria (Bewick
et al., 2005; Dodd et al., 2003; Cohenford et al., 1997). Desse modo,
indica que pode ser utilizada como exame complementar auxiliar do
exame histopatologico, e como resultados preliminares, para serem
utilizados no desenvolvimento de projetos para confeccdo de um

equipamento que realize medidas in vivo.
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Em um estudo comparativo entre a analise
histopatologica e a espectroscopia FT-IR Petibois e Deleris (2006)
avaliaram neoplasias cerebrais, e mostraram a importancia da
obtencdo de novas ferramentas para diagndstico complementares a
histopatologia. Ressaltam em seu estudo que ainda que a
histopatologia possa fornecer informacgdes importante relacionadas
aos aspectos morfologicos das lesbes, com informacBes para
classificacdo e estagiamento das mesmas, 0s neurocirugides ndo tém
informacOes das neoplasias durante os procedimentos de resseccao
cirdrgica, muito pelo tempo de processamento laboratorial necessario
para obtencdo do corte histologico. Assim, uma alternativa seria a
utilizacdo da técnica FT-IR na amostra ex vivo, sendo a grande
aplicacdo desta técnica para diagnostico imediato de algumas
neoplasias cerebrais.

Em clinica estomatoldgica, durante a realizacdo de
uma bidpsia incisional, um fragmento tecidual de aproximadamente
1cm® é utilizado para andlise histopatoldgica, sendo geralmente
suficiente para confirmacdo da hipotese diagnéstica, porém este
tamanho pode variar dependendo do caso. Para anélise
espectroscopica, um fragmento com este tamanho, ou até menor
podera ser utilizado para obtencao dos espectros. O tempo necessario
para aquisicao dos espectros FT-IR é de aproximadamente 6 minutos
como citado no presente estudo, e segundo alguns autores (Petibois,
Deléris, 2006; Miller, Trall, 2004). ApoOs a obtencdo dos espectros
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sd0 necessarios aproximadamente mais 10 minutos para tratamento
dos dados (subtracdo da linha de base, normalizacéo vetorial, analise
dos componentes principais, analises dos espectros). Desse modo,
para obtencdo de um resultado molecular pela analise dos espectros,
15 a 20 minutos sdo necessarios, ou seja, um tempo muito menor do
que o processamento tecidual para analise microscopica através dos
dados histopatoldgicos.

Com relacdo ao modelo de estudo para diagnostico,
observou-se que a utilizagcdo dos 10 primeiros PCs foi a que melhor
representaria as variacdes entre as amostras de QA e MN. Como ja
citado anteriormente, realizando-se a RLB nos dados obtidos pela
PCA, verificou-se que a regido de fingerprint apresentou 80,6% dos
pares concordantes e a regido de altos nUmeros de onda apresentou
81,7% de pares concordantes.

A curva ROC mostrou um valor preditivo maior na
regido de altos nimeros de onda (0,79) comparando-se com a regido
de fingerprint (0,74), demonstrando desse modo apresentar maior
sensibilidade e especificidade para a regido de altos nimeros de
onda. Apesar de tal regido espectral ser pouco estudada, € importante
ainda salientar que a mesma ja foi citada em estudos prévios como
tendo um poder discriminante maior do que a regido de fingerprint
(Carvalho, Sato et al., 2010). Assim, ressalta-se que os resultados
obtidos neste estudo podem auxiliar em futuros estudos in vivo

envolvendo as técnicas de bidpsia Optica.



7 CONCLUSAO

Considerando as limitagbes do estudo, a
espectroscopia micro FT-IR possibilitou avaliar importantes
caracteristicas moleculares das amostras de QA, evidenciadas tanto
na regido de fingerprint como na de altos nimeros de onda, tais
como: 1) alteracbes moleculares evidenciadas nas fibras colagenas,
2) variagdes nos acidos nucléicos (DNA e RNA), 3) degeneracdes
evidenciadas em moléculas de lipidios e fosfolipidios e 4) variacfes
encontradas na dgua confinada dos tecidos.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro (a) Senhor (a)

Eu Luis Felipe das Chagas e Silva de Carvalho, portador de RG
33450759-5, aluno de doutorado do Programa de Pdés-graduacdo em
Biopatologia Bucal, da Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao José dos
Campos, sob orientacdo da Professora Doutora Janete Dias Almeida,
vou desenvolver uma pesquisa cujo titulo é “Andlise ex vivo de lesbes
bucais por Espectroscopia FT-IR”.

O objetivo deste estudo € avaliar a eficiéncia do uso da
Espectroscopia FT-IR, um método diagndstico ndo invasivo, que permite
caracterizar a amostra quanto aos constituintes basicos teciduais e as
ligagBes quimicas presentes nesses tecidos. A espectroscopia FT-IR é
também chamada de bidpsia 6ptica por permitir a analise da emissédo de
uma luz laser sobre o tecido retirado. Até o presente momento nao é
possivel a andlise in vivo, ou seja, diretamente no paciente, pois o
equipamento para realiza¢cdo local ainda nao esta disponivel. A analise é
conhecida como ex vivo, isto €, fragmento de tecido retirado para
diagnostico.

As amostras serdo transportadas até o laboratério do Centro de
Ciéncias Naturais e Humanas, da Universidade Federal do ABC em
Santo André, Sdo Paulo. O transporte sera realizado em galdes préprios

para o transporte em nitrogénio liquido, evitando o descongelamento e a
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possivel degradacdo das amostras, antes da analise. Tal analise sera
realizada sob orientacéo do professor Herculano da Silva Martinho do
Centro de Ciéncias Naturais e Humanas da Universidade Federal do
ABC.

Tendo V. Sa. sido submetido a biopsia de lesdo bucal, solicito
vossa autorizagdo para retirar um fragmento do tecido que sera enviado
para analise laboratorial, 0 qual consiste em cerca de 2mm. A amostra a
ser analisada sera imediatamente acondicionada em nitrogénio liquido.

Sua participacdo nesta pesquisa € voluntaria. V As. estara
contribuindo para a pesquisa que no futuro espera-se estar acessivel in
Vivo.

Informo que o Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa
do estudo, sobre qualquer esclarecimento de eventuais duvidas. Se tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Odontologia de Sédo José dos Campos — UNESP, situada na Av. Eng.
Francisco José Longo, 777, CEP 12245-000, em Sao José dos Campos
— SP, foneffax: (12) 3947-9078, e-mail janete@fosjc.unesp.br e
comunique-se com a Coordenadora Profa. Dra. Janete Dias Almeida
Garantimos que as informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum
dos participantes.

O Sr (a) tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados
parciais das pesquisas e caso seja solicitado, daremos todas as
informacdes que solicitar.

N&o existirdo despesas, compensacdes pessoais ou financeiras para o
participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento

da pesquisa.
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Eu me comprometo a utilizar os dados coletados somente para pesquisa
e o0s resultados serdo veiculados através de artigos cientificos em
revistas especializadas e/ou em encontros cientificos e congressos, sem
nunca tornar possivel sua identificacao.

Anexo estd o consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso

aceite participar da pesquisa e nao tenha qualquer duavida.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito dos
esclarecimentos que li ou que foram lidos para mim, descrevendo o
estudo “Analise ex vivo de lesdes bucais por Espectroscopia FT-IR”.

Eu discuti com o aluno Luis Felipe das Chagas e Silva de Carvalho
sobre a minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros quais
sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas
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