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ESTUDO DO ADENOCARCINOMA DE COLON POR
ESPECTROSCOPIA FT-RAMAN

RESUMO

Estimativas apontam aumento da incidéncia de cancer no Mundo. S&0 esperados
aproximadamente 10 milhdes de novos casos nos proximos anos. Atuamente existem 2,4
milhdes de pessoas acometidas por cancer do célon diagnosticados nos Ultimos cinco anos.
Esta patologia apresenta alta taxa de mortalidade que corresponde a 50% dos enfermos em
cinco anos. Estes dados mostram a importancia desta doenca no contexto da luta da medicina
no sentido de diminuir o nimero de pacientes que sdo acometidos e morrem todos 0s anos
por esta patologia. As técnicas atualmente existentes para a detec¢do do adenocarcinoma de
cdlon sdo a pesquisa de marcadores sanglineos exames radiologicos contrastados do
intestino grosso, exames visuais como a retosigmoidoscopia e colonoscopia com bidpsia ou
até mesmo com a retirada de | esbes suspeitas de malignidade. Outras técnicas de diagndstico
tém sido estudadas como a colonoscopia virtual e a espectroscopia. Dentre as véarias técnicas
de espectroscopia podemos destacar a Espectroscopia Raman. Esta técnica ndo destrutiva
pode ser utilizada para fornecer o resultado de uma andlise em tempo real, além de transmitir
informagdes sobre a estrutura molecular do tecido. O principal objetivo deste trabalho foi a
de realizar um estudo do tecido normal e das lesdes adenocarcinomatosas de colon. Para este
fim utilizamos o Espectrometro RFS 100. O laser utilizado foi o Nd:YAG com poténcia
maxima de 300mW com poténcia gustada de 132 mW na amostra. Foram readizadas 300
“scans’ ou varreduras em cada amostra, com resolucéo espectral de 4cmit. Obtivemos 144
espectros de tecido normal e 70 espectros de adenocarcinomas. Os espectros obtidos foram
andisados pela Andlise dos Componentes Principais (ACP) e agrupados atraveés do diagrama
de clusters que permitiu verificar as diferencas espectrais dentro dos tecidos normais e dos
neoplésicos. Os espectros se distribuiram em trés grupos distintos com similaridade de 90%
para o tecido normal e acima de 82.5% para neoplésicos. Correlacionamos as diferencas
espectrais entre estes grupos com as ateracOes vibracionais existentes nestes tecidos e
analisamos as amplitudes de alguns picos importantes. Esta técnica mostrou-se adequada
para estudo das diferencas em niveis moleculares e bioquimicos que ocorrem na intimidade
destes tecidos. Mostrou, ainda, que a Espectroscopia Raman pode ser mais um importante
instrumento de diagnostico para esta patologia num futuro préoximo.

Palavras chaves. Cancer coloretal, Adenocarcinoma de colon, Espectroscopia Raman



A STUDY OF COLON ADENOCARCINOMA USING
FT- RAMAN SPECTROSCOPY

ABSTRACT

Estimates point out an increase in the incidence of cancer around the world.
Approximately 10 million new cases are expected to occur over the next year. Today, there
are 2.4 million people diagnosed as having colon cancer in the last five years. This pathology
shows a high mortality rate which corresponds to 50% of the patients in five years. These
data show the importance of this disease in the context of the medicine fight to decrease the
number of the patients who get sick and die because of this pathology every year. Nowadays,
the colon adenocarcinoma diagnostic techniques are blood markers research, contrasting
colon x-rays, visual exams as rectosigmoidoscopy and @lonoscopy with biopsy or even to
take out suspected lesions. Other diagnostic techniques have been studied such as virtual
colonoscopy and spectroscopy. Among all spectroscopy tecniques, Raman spectroscopy is a
nondestructive technique that can be used to give an analysis result in real time and to
transmit information about the tissues molecular structures. The main goa of this study was
to analyze a normal tissue and a colon adenocarcinoma lesion. It was performed using the
RFS 100 spectrometer. We used the Nd:YAG laser with maximum power of 300mW. In this
study the potency used in the tissue sample was 132mW and 300 scan, with a spectral
resolution of 4cmit, for in each sample. In the total 144 spectra of normal tissues and 70
spectra of adenocarcinoma were obtained. These spectra were analyzed by Principa
Component Analysis (PCA) and organized into cluster diagrams which alowed us to see the
spectral differences between the normal and neoplastic tissues. The spectra can be divided
in three different groups with high similarities, to the normal tissue it was higher than 90%
and to neoplastic tissues it was higher than 82,5%. We correlated the spectral differences
among these groups with the vibration mode changes that exist in these tissues and we
analyzed the amplitude of important peaks. This technique is appropriated to show the
molecular and biochemical differences that exist in these tissues. This work also showed that
Raman spectroscopy can be one more important diagnostic instrument to this disease in a
near future.

Key words: colon cancer, adenocarcinoma, Raman spectroscopy
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INTRODUCAO



1. Introducéo

Estimativas apontam um aumento de ocorréncia de cancer nos proximos anos
prevendo que havera aproximadamerte 10 milhGes de novos casos de cancer no Mundo.
Ser&o 945 mil novos casos de cancer de colon e reto e existem aproximadamente 2,4 milhdes
de pessoas vivas com diagnostico de cancer de colon e reto nos Ultimos cinco anos.
Observacdes apontam que a incidércia € maior nos paises desenvolvidos comparados aos
paises em desenvolvimento (INCA, 2005). Nos Estados Unidos e na Inglaterra, estas
neoplasias ocupam o segundo lugar em freqiiéncia e o primeiro em mortalidade entre todas as
enfermidades malignas. Nos Estados Unidos, de cada 20 pessoas, uma desenvolvera a
doenca, correspondendo a cerca de 150.000 casos novos por ano e a 15% de todas neoplasias
malignas (CORDEIRO et al., 2000) .

Com relacdo as mortes por cancer no mundo, as neoplasias do intestino grosso
ocupam o terceiro lugar no género masculino e o quarto no género feminino. No Brasil, esta
entre as cinco primeiras causas de mortalidade por cancer (CASTRO;COELHO, 2004).
Apresentam ainda ata taxa de mortalidade em 5 anos, correspondendo a até 50% dos
enfermos diagnosticados (CORDEIRO et al., 2000).

No Brasil, a importancia do cancer coloretal é evidenciada pelos dados do Instituto
Nacional do Cancer, do Ministério da Sallde, que mostra sua incidéncia e estimativa de

ocorréncia para o ano de 2006 como sendo a quarta entre todos os tumores malignos.

Cerca de 75% dos enfermos situam se na faixa etaria dos 45 aos 75 anos de idade,
sendo discretamente mais freqlente no género feminino que no masculino
(CORDEIRO et al., 2000).

Os métodos diagnosticos para o cancer coloretal  incluem a anamnese 0 exame fisico
completo e cuidadoso, o toque retal, a anuscopia, a retossigmoidoscopia, exame radiol 6gico

contrastado do intestino grosso, a colonoscopia e biopsia com o estudo histopatolégico da
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lesdo. A colonoscopia virtual, nos casos em que a lesdo tem aspecto polipdide, € utilizado
como método para diagndstico (CORDEIRO et al., 2000).

A bidpsiadalesdo é o procedimento “Gold Sandart” ( Padrdo Ouro) para a
confirmacao do diagndstico e classificacdo precisa da doenca. Entretanto este procedimento
apresenta desvantagens como a necessidade de remocgdo do tecido acometido, envolve ndo
algumas vezes riscos na remocé de areas suspeitas, a demora para obtencdo do resultado,
atrasando assim o tratamento adequado do paciente; e por fim o armazenamento inadequado
que pode induzir ateracbes no tecido biopsiado e dterar o resultado da andlise
(STONE et d., 2003).

Objetivando minimizar as desvantagens gque ocorrem na bidpsia convencional, neste
trabalho utilizamos uma nova técnica de estudo das lesBes neoplésicas do intestino grosso,
conhecida como bidpsia 6ptica ou Espectroscopia Raman. Esta técnica consistiu na utilizagdo
daluz do laser para obter informacfes morfolbgicas, estruturais e moleculares do tecido, sem

a necessidade de remocao deste, possibilitando uma andlise ndo invasiva da lesdo.
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2. Revisioda Literatura

2.1 Anatomia do I ntestino Grosso

O intestino grosso compreende os cdlons ascendente, transverso, descendente, o reto
e o0 cana ana e esta contido nas cavidades abdominal e pélvica. O intestino grosso se estende
apartir do fim do ileo, porgéo terminal do intestino delgado e termina no énus. O ceco € uma
estrutura como uma bolsa dilatada e cega onde o ileo se esvazia ha por¢cdo medial e posterior,
originando assim a juncéo ileocecal (CASTRO;COELHO, 2004). O intestino grosso mede
em torno de 1,5 metros, correspondendo a aproximadamente 1/5 de toda extensdo do canal
intestinal (Figura 1).

colon
transverso

P
colon
ascendente

ceco

apéndice
vermiformne

Figura 1 - Desenho esquemético da estrutura do intestino grosso.( HEALTH, 2005)

O calibre € largo no seu inicio e gradualmente diminui em direcdo ao reto, onde ha
dilatacdo de consideravel tamanho acima do cana anal. Difere do intestino delgado por ser
mais calibroso, ter mais posicOes fixas, ter forma sacular, possuir apéndices na parede
externa, denominados de apéndices epipldicos e, por fim, a musculatura longitudina ndo é
continua em torno do intestino, mas arranjada em trés bandas longitudinais denominadas

ténias longitudinais (GRAY, 2005). As ténias do colon sdo faixas espessas de fibras



musculares longitudinais que medem 1cm de largura. Cada uma das ténias recebe uma
denominacdo diferente: ténia mesocdlica, que se localiza na fixacdo do mesocolo na parte
postero-media dos célons ascendente e descendente; ténia omental que é a ténia do cdlon
transverso, localizada na fixacd do omento maior na parte péstero- medial do célon e ténia
livre localizada entre a ténia mesocolica e a omental (FENEIS;,DAUBER, 2000).

O intestino grosso, durante seu curso descreve um grande arco que circunda as
convolucbes do intestino delgado. Inicia-se nafossailiaca direita numa pate dilatada
e denominada de ceco, ascende entdo para a regido do hipocondrio direito, abaixo do
figado, onde sofre uma dobra para a esquerda denominada flexura cdlica direita e passa
transversamente através do abddmen pela regido epigastrica e periumbilical paraaregido do
hipocdndrio esguerdo. Aqui sofre outra dobra, denominada de flexura cdlica esquerda, e
descende entdo pela regido lombar esquerda para a regido iliaca da pélvis formando outra
dobra denominada de flexura sigméide e continua através da parede posterior da pélvis em
direcdo ao anus (GRAY, 2005).

Durante esse trgjeto o intestino grosso sofre mais duas flexuras, aflexura sacral que é
uma curvatura concava que se adapta a curvatura do sacro, e a flexura anorretal, uma
curvatura convexa na frente do reto, localizada imediatamente acima do anus
(FENEIS;DAUBER, 2000). Os apéndices epipldicos existem em fileira dupla nos colons
ascendente e descendente e em fila Unica no colon transverso g aparentemente, tem como
funcdo primordia o deposito de células gordurosas (CASTRO;COELHO, 2004).

2.1.1 Ceco, apéndice ver miforme e juncéo ileo cecal

O ceco, segmento do intestino grosso que se projeta como uma bolsa em fundo cego
abaixo da entrada do ileo, € um Orgdo sacular de 6 a8 cm extensdo (Figura 2).
Habitualmente situado na fossa iliaca direita acima da metade lateral do ligamento inguinal,
repousa sobre o iliaco e 0 psoas maior. Geralmente estd em contacto com a parede abdominal



anterior e, apesar de estar inteiramente coberto pelo peritdnio, apresenta mobilidade limitada
por pequeno mesoceco. Em torno de 5% dos casos este recobrimento ndo é conpleto e 0

ceco repousa diretamente sobre os musculos iliaco e psoas maior (COELHO, 2005).

jungdo ileo-cecal
ceco

ileo terminal

apéndice vermiforme

Figura 2 - Juncéo ileocecal, apéndice e ceco. (GRAY, 2005)

O apéndice é um Orgéo estreito oco, muscular de aspecto vermiforme (Figura 2). O
seu comprimento varia de 2 a 20 cm com média de 8 a 10 cm (COELHO, 2005). E mantido
nesta posic¢éo pela prega de peritdnio derivado da dobra esquerda do mesentério. A forma da
folha mesentérica é em gera triangular e de regra se alonga por toda a extensdo do tubo
apendicular. O canal do processo vermiforme se extende por toda extensdo do tubo e se
comunica com ceco através de abertura denominada 6stio apendicular que se localiza abaixo
e atras da abertura da vévula ileo-cecal. As camadas do apéndice sdo as mesmas do
intestino: serosa, muscular, submucosa e mucosa. A camada serosa reveste quase a
totalidade do tubo com excecdo de estreita linha de fixagdo desta no mesentério que
corresponde aos 2/3 proximais. As fibras musculares longitudinais ndo formam as trés
bandas longitudinais como em grande parte do intestino grosso, mas revestem todo o 6rgéo,
com excegdo em um ou dois pontos, onde tanto a musculatura longitudinal como a circular
sd0 deficientes, e entdo as camadas peritoneais e submucosas sd0 contiguas nestas areas. A
camada da musculatura circular é mais espessa que as fibras longitudinais e separada por

uma pequena quantidade de tecido. A camada submucosa é bem delimitada e contém grande
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nimero de nodulos linfoides que fazem protuberéncia no Iimen e o tornam estreito e
irregular. A camada mucosa é formada pelo epitélio colunar que relembra as outras partes do
intestino, mas contém menor nimero glandulas intestinais do que o restante do intestino
(GRAY, 2005).

O intestino delgado termina em uma abertura na por¢cdo media e baixa do intestino
grosso no ponto de juncdo do ceco com o colon ascendente denominada vavula ileocecal. A
abertura é protegida por uma vavula que consiste de dois labios, que se projetam para dentro
do Iumen do intestino grosso. O labio superior que tem direcdo quase horizontal, é fixado na
borda convexa da linha de juncéo do ileo com o célon, o |&bio inferior que € mais longo e
mais concavo, € fixado na linha de jungdo do ileo com o ceco. No final da abertura os dois
l&bios coalescem e continuam como um sulco membranoso estreito por curta distancia,
formando o frénulo da valva. Cada |abio da valva é formado pela reduplicacdo da membrana
mucosa e das fibras circuares do intestino, fibras longitudinais e peritdnio contiguos e
ininterruptos do intestino delgado para o grosso (GRAY/, 2005).

A vévulaileoceca ndo apresenta configuracdo anatbmica de um esfincter, porém do
ponto de vista de fungdo age como tal, porque evita o fluxo constante do contetido do ileo
para o intestino grosso. Evita também o refluxo do ceco para o ileo constituindo uma barreira
para passagem de bactérias do intestino grosso para o delgado, podendo ocorrer
incompeténcia em 15% dos casos (CASTRO;COELHO, 2004).

2.1.2 Colon Ascendente

O colon ascendente é mais estreito que 0 ceco, onde se inicia e toma direcéo
ascendente, estendendo-s até a flexura cdlica direita ou flexura hepatica, anteriormente ao
rim direito e em contato com o lobo direito do figado (Figura 4). Uma prega peritoreal, o
ligamento frénico-calico, estende-se da flexura hepética ao diafragma. O peritdnio reveste o
célon ascendente nos contornos anterior, latera e medial, mas nd no posterior, isto €,



geramente ndo ha meso, o que faz com gque a mobilidade desta parte do intestino grosso sgja
praticamente nula ou extremamente reduzida (DANGELO, 2006). Na por¢do mais crania
esta intimamente relacionado com o duodeno em posicdo postero-medial. Na dtura da
flexura hepética é sustentado pelo ligamento nefrocdlico e em aguns casos pelo ligamento
duodenocolico (CASTRO;COELHO, 2004).

2.1.3 Coélon transverso

O cdlon trarsverso € a parte mais longa e a mais movel do intestino. Esta parte do
intestino tem a forma de um tubo irregular, com dimensdes extremamente variaveis, com 50
a 60 cm de comprimento em média e calibre menor do que os cdlons ascendente e
descendente (PORTO, 2005). Atravessa o abdome descrevendo uma curva com convexidade
parabaixo, apartir hipocdndrio direito para o esquerdo, até abaixo da borda inferior do baco,
onde sofre outra dobra formando a flexura cdlica esquerda ou flexura esplénica. E coberto
guase completamente pelo peritdnio e conectado com a borda inferior do pancreas por uma
grande duplicagdo desta membrana denominada mesocolon transverso. Relaciona-se na sua
superficie superior com o figado e a vesicula biliar, com a grande curvatura do estbmago e
com a borda inferior do bago. A superficie inferior se relaciona com o intestino delgado, a
superficie anterior se relaciona com o grande omento e a parede abdomina anterior, a
superficie posterior da direita para esquerda se relaciona com a por¢do descendente do
duodeno, cabeca do pancreas, algumas convolugdes do jejuno e ileo (GRAY, 2005). No nivel
do angulo esplénico o cdlon é bem fixo por ligamentos originados do diafragma denominado
ligamento frenocdlico. O colon transverso e seu mesocélon separam a cavidade abdominal
em duas partes distintas: 0 andar supramesocolico e andar inframesocdlico. O cdlon
transverso esta unido a grande curvatura do estdbmago através do grande omento que tem seu
inicio na borda inferior do célon (CASTRO;COELHO, 2004).
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2.1.4 Cdlon descendente

O colon descendente estende-se da flexura lienal ou flexura esplénica em diregdo
inferior através do hipocdndrio esquerdo e regido lombar esquerda ao longo da borda latera
do rim esguerdo e descende em angulo com 0 musculo psoas até a proximidade da abertura
superior da pelve e onde se inicia 0 colon sigmoide. O peritbnio reveste seu contorno
anterior, medial e lateral, sua superficie posterior estd4 conectada por tecido areolar frouxo

com a porcao inferior e lateral do rim esquerdo (DANGELO, 2006).

2.1.5 Cdlon sigmdide

O colon sigmaide forma uma alca de aproximadamente 40 cm e por conta da sua
liberdade de movimentos, pode ser deslocado dentro da cavidade abdominal. Comega na
abertura superior da pequena pelve onde é contiguo com o colon descendente e atravessa
transversalmente na frente do sacro para o lado direito da pelve curva-se entdo, em direcdo a
esquerda até a linha média ao nivel da terceira linha de fusdo do sacro, onde se dobra para
baixo em direcéo ao reto. O sigmoide é completamente recoberto pelo peritdnio onde forma
0 mesocolon sigméide (GRAY, 2005).

2.1.6 Reto

O reto € a parte fina do intestino grosso, se extende da juncdo retossigmoidiana ao
cana anal. Possui um comprimento que pode variar de 12 a 15 cm. E dividido em trés
porcoes. terco superior, médio e inferior. O terco superior tem localizagdo intraperitoneal
sendo recoberto anterior e lateralmente por peritdnio. O reto médio atravessa o fundo de saco
do periténio pélvico, recoberto pelo peritbnio apenas na sua parte anterior. O reto inferior
tem localizagao extraperitoneal e é envolto apenas pela fascia visceral pélvica. O reto possui
um meso espesso e curto, denominado de mesoreto. Algumas diferencas em relacdo ao
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restante do colon sdo: a auséncia apéndices epipldicos e haustragbes, maior didametro e
camada longitudinal externa mais difusa e espessa e também ndo possui ténias. Na parte
interna h& trés indentagbes denominadas valvas de Houston, formadas apenas por
musculatura circular (Figura 3). A valva superior locaizase a 4cm da jungdo
retosigmoideana a esquerda, a valva média localiza-se na altura da reflexo peritonea a
direita e a valva inferior locdiza-se a 2 a 3 cm acima da linha pectinea do lado esquerdo
(CASTRO;COELHO, 2004).

jungio
retosigmoideana

Figura 3- Desenho esquematico em corte transversal da porcdo distal do
sigmadide, reto e canal anal ( GRAY, 2005).

2.1.7 Canal anal e Anus

O anus é a parte fina do aparelho digestivo e mede aproximadamente 4 cm. Seu
inicio se da na atura da juncdo anorretal, que se localiza na margem superior do anel
esfincteriano anal. Alguns anatomistas consideram o cana anal como a parte que vai dalinha
pectinea & margem anal (CASTRO;COELHO, 2004). O canal anal, na sua metade superior,
apresenta dobras verticais da mucosa conhecidas com colunas retais de Morgagni que

terminam nas valvas retais onde, na altura da denominada linha pectinea, recebem a
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desembocadura de seis a oito glandulas compostas de epitélio colunar estratificado e
mucosecretoras (células de Globet) que na maioria das vezes se originam da submucosa
(CASTRO;COELHO, 2004).

2.1.8 Estruturas da parede do colon

A parede do célon apresenta quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa
(Figura4). A camada mais interna é denominada camada mucosa apresentando conformacao
colunar, e se divide em trés subcamadas. A mais superficia corresponde ao epitélio
glandular, que contém diversas criptas que possuem em suas bases células do sistema APUD
(Amine Precursor Uptake and Descarboxylation Cells). A camada epitelial é separada da camada
de tecido conjuntivo subjacente por uma membrana extracelular composta de
glicopolissacarides. A proxima camada da mucosa é a lamina prépria, composta de tecido
conjuntivo frouxo que contém capilares, células inflamatorias e foliculos linfoides. A terceira
camada € a muscular da mucosa que é uma fina camada de musculatura lisa. E uma camada
importante prque € um limite importante quando avaliamos a propagacdo de carcinomas,
que sdo considerados invasivos quando a ultrapassam. A préxima camada é a submucosa que
possui rica rede de vasos sanguineos, linfaticos e rica em coldgeno. A camada abaixo da
submucosa é a muscular propria, que se divide em circular e longitudinal. A circular forma
um manguito ao redor de todo o intestino. Na sua superficie mais externa se localiza o plexo
de Auerbach. A camada longitudinal condensa-se apenas nas trés ténias, como ja foi citado,
enquanto que no reto forma uma camada continua. A camada mais externa corresponde a

serosa que € ausente na porcao inferior do reto (CASTRO;COELHO, 2004).
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3. Caracteristicas das células nor mais e neoplasicas

As estruturas bésicas das células compreendem: a membrana celular que é composta
por dupla camada lipidica representadas pel os fosfolipideos, colesterol e glicolipideos. Esta

muscular circular |:: 2
muscular

longitudinal A
serosa [ ™

Figura4 - Reproducéo de um corte transversal da parede do intestino gr 0sso.
(DI FIORE, 2003)

camada contém também proteinas especializadas em associagdo com carboidratos de
superficie. O liquido intracelular, o citosol, que contém muitas enzimas essenciais e
metabdlitos, as organelas, o nicleo que contém o DNA que tem como estrutura basica os
&cidos nucléicos e os nucleotideos (STEVENS; LOWE, 2001).

As células neoplésicas caracterizamt se pelo incremento de material nuclear, aumento
da relacdo nuicleo-citoplasmatica que pode chegar a 1:1 em vez do normal 1:4 ou 1:6, maior
atividade mitdtica, distribuicdo anormal de cromatina e falta da diferenciacéo celular. Ocorre
também progressiva perda da maturagdo celular e a proliferagdo destas céulas
indiferenciadas resulta em grande atividade metabolica. Histologicamente, so caracterizadas
pelo agrupamento e desorganizagdo celular (MAHADEVAN-JANSEN 1996; RICHARDS-
KORTUM, 1996). No nivel citoplasmatico ocorrem modificagbes como o aumento da taxa
metabolica, com conseqliente aumento da glicolise aerdbia e aumento do consumo de

oxigénio. Ocorre também captacdo de grandes quantidades de aminoacidos, muito além das
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necessidades das células normais. As perturbacBes em nivel nuclear sGo as representadas
pelas variedades de tamanho e forma dos nuicleos devido a diviso polipldide. A membrana
citoplasmética apresenta uma estrutura quimica diferente, com modificagbes no teor de
polissacarideos provocando perturbacfes funcionais (DOUGLAS, 2000).

As caracteristicas gerais do tecido neoplésico resultam portanto em mudangas
especificas nos écidos nucléicos, proteinas, lipidios e carboidratos. Por exemplo céulas
neoplasicas produzem mais lactato que o normal. Muitas oncoproteinas, que mimetizam
atividades das proteinas citoplasmaticas normais, foram encontradas em células cancerosas.
A interacdo DNA-proteina sofre interferéncias nas transformagdes malignas, portanto as
proteinas nucleares que normamente regulam a replicacdo do DNA ficam alteradas,
resultando em proliferacdo celular. Carcinomas invasivos contém grande quantidade de
colagenase tipo 1V, a metaloproteinase. Outras proteinas em grande quantidade encontradas
em tumores incluem a fibronectina, proteoglicanas, laminina, catepsin-D e a cisteina
proteinase (MAHADEVAN-JANSEN, 1996-RICHARDS-KORTUM, 1996).

Em resumo, podemos afirmar que sdo multiplos os marcadores moleculares,
localizados na membrana, no citoplasma, nicleo e no espaco extracelular que podem ser
usados como indicadores de neoplasia. As moléculas marcadoras incluem as proteinas,
lipideos, é&cidos nucléicos e carboidratos (MAHADEVAN-JANSEN 1996; RICHARDS
KORTUM, 1996.)
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4. Adenocar cinoma de colon

4.1 Carcinogénese color etal

Do ponto de vista da genética e da biologia molecular, o cancer é um processo de
multiplas etapas, dirigido por ateracbes genéticas, terminando com o aparecimento de
células com vantagens proliferativas sobre as demais. O ciclo biolégico compreende a
proliferacdo, a diferenciacdo, a migracdo e a morte celular, controlado pela constante
ativacao dos genes supressores de tumor e inibicdo da ativagdo dos oncogenes. Os oncogenes
tém a capacidade de provocar ateragbes nas varias fases do ciclo celular. AlteracOes
genéticas podem ocorrer através de mutagdes, que modificam o processo regulador do ciclo
celular fundamental. Fatores dietéticos podem estar relacionados a carcinogénese. A teoria
dietética mais popular relaciona a falta de ingesta de fibras com o risco aumentado de
desenvolver cancer de colon. Ha evidéncias de que uma dieta rica em gordura animal
também é um fator de risco importante (WAY; DOHERTY, 2003). Este conceito baseia-se
na teoria de que a ingesta de alimentos com teor elevado de gordura favorece o
desenvolvimento de flora bacteriana que contém microorganismos capazes de degradar os
sais hiliares em substratos carcinogénicos (KEIGHLEY; WILLIANS, 1998). Outro possivel
mecanismo através do qual alimentos ricos em gordura animal poderiam promover o
desenvolvimento do cancer coloretal, inclui ateragdes na imunidade, efeitos na peroxidacéo
lipidica e modulagdo da sintese de prostaglandinas através do metabolismo do &cido
aracdonico (WAY; DOHERTY, 2003).

A carcinogénese colorretal é considerada como mutagdo fenotipica de mdltiplas vias,
de acordo com as principais escolas de patol ogistas. Atualmente acredita se que existam duas
vias protogeneticamente diferentes para o desenvolvimento do cancer do célon. A primeira
via, as vezes chamada via APCR3-catepsina, caracteriza-se pela instabilidade cromossdmica
que resulta do acumulo escalonado de mutagbes em uma série de oncogenes e genes
supressores de tumor. A evolugdo molecular ocorre através de estagios perfeitamente

identificaveis. Existe, inicialmente a proliferagdo de pequenos pdlipos adenomatosos que
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aumentam progressivamente, tornamse mais displésicos e, finamente, canceres invasivos.
Esta via é denominada Sequéncia Adenoma-Carcinoma (TOWNSEND & al, 2005). Os
carcinomas que se originam por esta via podem acontecer numa freqUéncia que varia de 56 a
90% dos casos. Sdo tumores mais frequentes nos idosos pois necessitam de um periodo de
maiS Ou Menos cinco anos para sofrer essa malignizagdo. S&o conhecidos trés variantes
histol 6gicas de adenomas. Os tubulares representam 75% a 87% dos polipos e menos de 5%
sdo malignos; os tubulo-vilosos representam 8% a 15% dos pdlipos e tem malignidade em
20% a 25%; e os vilosos representam os 5% a 10% restante porém com ata taxa de
malignidade em torno de 35% a 45% (FEIG et al., 2000). A outra via da carcinogénese é a
chamada via da I nstabilidade Microssatélite e se caracteriza pela lesdes ao DNA dos genes
de reparo do mal pareamento como conseqiiénciaa perda do reparo de mal pareamento ocorre
0 acumulo de mutagOes nestes e em outros genes reguladores do crescimento, culminando
com o surgimento dos carcinomas coloretais, em geral  conhecidos como “cancer de novo”,
isto &, cancer que se origina diretamente da mucosa coloretal, sem lesdo poliposa prévia ou
displésica. Estes tipos de tumores sGo mais freqlientes nos pacientes jovens, com idade
abaixo dos 40 anos (CORDEIRO et al., 2000).

Pode-se graduar histologicamente os adenocarcinomas de acordo com o grau de
diferenciagdo e maturacéo destes tumores. Os tumores Grau | sdo bem diferenciados, com
formacdo de glandulas que se infiltram abaixo da membrana basal, para o interior da
submucosa, com evidéncias celulares de displasia; os tumores Grau Il mostram maior
celularidade dentro dos elementos glandulares que se infiltram por baixo da muscular da
mucosa com figuras mitéticas mais irregulares e freqUentes; os tumores Grau |1l so menos
diferenciados, com acumulo de células dentro dos elementos glandulares e arranjo irregular
das estruturas glandulares; os tumores grau 1V sdo totalmente anaplasicos, sem formagéo de
glandulas e com infiltracdo de céulas isoladas através de toda parede do cdlon
(COELHO, 2006).

4.2. Classificac@o do adenocar cinoma de célon
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Ha quatro tipos de cancer coloretal classificados quanto aos aspectos macroscopicos
observados.

- Céncer ulcerativo: caracteriza-se como Ulcera maligna tipica com elevacéo de suas
bordas, frequentemente com um centro necrético. E uma lesio que costuma se infiltrar na
parede do intestino grosso e portanto mais passivel de perfuracdo que os outros tipos
(Figurab).

Figura 5 — Imagem colonoscépica de adenocar cinoma ulcer ativo de célon .
(NCCS, 2006)

- Céancer palipdide: € uma lesdo proliferativa que protude na luz intestinal, e costuma
ndo estar relacionado com infiltragdo da parede intestinal. N&o € incomum que hagja ulceragéo
em partes de sua superficie (Figura 6).
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Figura 6 - Adenocar cinoma polip6i de de clon. (MARY BIRD CANCER CENTER, 2005)

- Céncer estenosante ou anular: lesdo que compromete circunferencialmente a luz do
0rgédo, podendo estender-se longitudinalmente ao intestino. Este tipo de tumor obviamente €
mai's predisposto a causar obstrucdo do que os outros tipos (Figura?).

Figura 7 - Céncer estenosante de célon.

- Céncer infiltrativo: Apresenta-se usualmente como uma extensa lesdo que infiltra a
parede intestinal, por 5 a 8 cm (Figura 8). Neste tipo de tumor a mucosa normamente
permanece intacta apesar de eventualmente observar-se alguma regido ulcerada
(KEIGHILEY; WILLIANS, 1998).
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Figura 8 - Desenho esquematico de cancer infiltrativo de parede do célon
(NUCLEUS- Medical Art,2006)

4.3 Estadiamento clinico do cancer coloretal

O estadiamento clinico determina o grau de invasdo do cancer coloretal na parede
intestinal, bem como a presenca de metéstases linfonodais a distancia. Atuamente nenhuma
classificagdo para o estadiamento é universalmente aceita. Dukes, em 1932, propds uma
classificagdo baseada no grau de penetracdo na parede e no comprometimento linfonodal :

- Estégio A: crescimento limitado a parede do reto, ndo havendo extensdo aos tecidos extra
retais e sem metéastases nos linfonodos.

- Estagio B: o crescimento se estende através da parede dos tecidos extraretais, mas os
linfonodos ndo estdo comprometidos.

- Estagio C: Os linfonodos estdo comprometidos com o tumor. Em casos classificados como
C1 somente os linfonodos regionais estdo comprometidos e C2 a disseminagéo linfonodal
atinge o ponto proximal daligaduravascular (KEIGHLEY ;WILLIANS, 1998).
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Tabelal - Sistema para estadiamento do cancer coloretal de Dukes modificado por Astler-
Coller (FORONES €t al., 2005) .

Classificacao/Estadiamento

A - tumor limitado & mucosa

B1 - tumor invade a muscularis propria

B2 - tumor invade todas as camadas do intestino

B3 - tumor invade 6rgdos adjacentes

C1 - tumor invade a muscularis prépria com metastase linfonodal

C2 - tumor invade todas as camadas do intestino com metastase linfonodal
C3 - tumor invade 6rgaos adjacentes com metastase linfonodal

D - metastase a distancia

Modificagdes feitas por Astler e Coller podem ser observadas na Tabela 1 e estéo
baseadas nos aspectos da anatomia patologica da peca  ressecada
(CASTRO;COELHO, 2004).

Em 1996, a Uni&o Internacional Contra o Cancer (UICC) propds uma classificagdo
baseada em par@metros clinicos, cirargicos e histopatoldgicos conhecido como Sistema
TNM, conforme mostrados na Tabela 2 (CASTRO; COELHO, 2004).
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Tabela2 - Estadiamento do cancer coloretal pelo sistema TNM - Tumor,Nodulo e
Metéastase - (FORONES et a., 2005).

Estadio /TNM

0 TisNOMO
I TINOMO
T2NOMO

A T3NOMO

B TANOMO

" A T1-2N1MO

B T3-4N1MO

lnc TgN2MO

v TgNgM1

Tis=tumor in situ NO = sem metéstase linfonodal

T1 = invasdo desubmucosa N1 =1 a3 linfonodos comprometidos

T2 = invasdo de mucosa prépria N2 = mais que 4 linfonodos comprometidos

T3 =invasdo de serosa ou gordura N3 = linfonodos comprometidos ao longo de grandes

vasos

T4 = invasao através da serosa para outros 6rgaos MO = sem metastases a
distancia

Tg=quaquerdosT M1 = com metastases a
distancia

4.4 M étodos Diagnésticos

4.4.1 Mar cador es sanguiineos

O mais familiar marcador quimico para o0 cancer do intestino grosso é o
“ Carcinoembriyogenic Antigen” (CEA), ou antigeno carcinoembriogénico, uma glicoproteina
encontrada nas membranas celulares de muitas células em varios tecidos, incluindo o tecido
neoplasico coloretal. Alguns desses antigenos entram na corrente sanguinea e sao detectadas

por radioimunoensaio. O CEA pode ser detectado em outros fluidos orgénicos como urina e
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fezes. O nivel sérico do CEA esta elevado em 70% dos pacientes com cancer coloretal,
porém menos de 50% dos pacientes com cancer localizado sdo CEA-positivos. Outros
marcadores tumorais incluem o CA 19.9, CA 72.4, aisoenzimaK do lactato dehidrogenase e
prolactina plasméica, mas nenhum deles tem provado sua validade clinica
(WAY;:DOHERTY, 2003).

4.4.2 Pequisa de sangue oculto na fezes

Baseado na premissa de que os canceres do colon sangram intermitentemente, nos
altimos 15 anos um interesse consideravel tem sido demonstrado na utilizacdo deste método
para atriagem mas varios estudos demonstraram que ainda ndo € um método de diagndstico
seguro por apresentar ata taxa falso-negativos como quando 0 sangramento € menor que
20ml/dia e também porgue nem todos 0s tumores sangram. As taxas de fal so-positivos situa-
se entre 2% a 5% e sdo decorrentes de causas como a detecgdo da hemoglobina de origem
enddgena, nas fezes por decorréncias de Ulceras, gastrites, colites hemorrdidas ou exdgena
por ingesta de carne na dieta alimentar (KEIGHLEY ;WILLIANS, 1998).

4.4.3 Enema baritado

O enema baritado, que consiste na passagem de uma sonda retal e introducdo de bario
liquido no reto e intestino grosso, congtitui 0 mais importante exame por radiologia no
diagnostico do cancer coloretal (Figura 9). O carcinoma do célon esguerdo aparece como
um defeito em afilamento e fixo, e usualmente medindo de 2 a 6 cm e com aspecto anular.
Lesbes do colon direito apresentam imagem de constriccdo ou massa intraluminal e o
intestino é inflexivel no local dalesdo. | mportante é lembrar que estas imagens aparecem em
fases avangadas do carcinoma, portanto nas fases iniciais 0 tumor muitas vezes mostra
discretas ateracles radioldgicas que necessitam de investigagdo por outros meios como a
colonoscopia. Outras vezes o tumor pode apresentar imagens de estreitamento tipo “corda’
ou “and de guardangpo’, ou de um grande defeito de preenchimento polipdide
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(KEIGHLEY ;WILLIANS, 1998). As duas principais desvantagens do enema baritado séo a
impossibilidade de fornecer o diagndstico histoldgico e de excluir lesdo neoplasica quando

do mau preparo do intestino e nos espasmos intestinais (CASTRO; COELHO, 2004).
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Figura 9- Enema baritado do cdlon. A direita ,imagem radioldgica do
procedimento (NCI, 2005).

4.4.4 Retosigmoidoscopia

E um exame que consiste na introdugdo via retal de um retosimoidoscopio flexivel
de 60 cm de comprimento e procede-se 0 exame visual do segmento distal do intestino
grosso (Figura 10). Aproximadamente 2/3 das neoplasias coloretais ocorrem nos 60 cm
distais do intestino grosso (COELHO, 2005). Seu uso mais comum € para o rastreamento de
neopl asias de pessoas assintométicas, sendo possivel examinar o reto e os segmentos distais
do sigméide E um exame de dta sensibilidade e especificidade, porém apresenta a
desvantagem de ndo possibilitar o exame completo do 6rgéo (LOPES, 2006).



24

| Sigmoklascapy

&

. ;
i
|

o3

o

- I L
N,
o
qe
!

, .f-"{.“/
e A 1
Colon-— 8 ; 4

+ Sigmaold calon

Figura 10- Desenho esgquematico do procedimento da retossigmoidoscopia
(NCI , 2005)

4.4.5 Colonoscopia

O exame colonoscopico € um procedimento que utiliza a introducdo de uma fibra
Optica através do anus permitindo o exame do revestimento interno do intestino grosso apds
preparo prévio do cdlon com lavagens (Figura 11). E mais confiavel que o enema baritado
porgue permite o diagndstico por visualizacdo direta do tumor, permite a bidpsia para estudo
histologico e também a resseccdo de tumores sincrénicos (CASTRO;COELHO, 2004).
Possibilita o diagnostico de enfermidades concomitantes e elucida os casos duvidosos ao
enema baritado e, como contribuicdo importante, propicia resseccéo de lesdes, sendo
portanto nestes casos, terapéutico (CORDEIRO et al., 2000 ).

A principal complicagdo consiste na perfuracdo da alca do intestino ainda que
infrequente, apresenta incidéncia de 1:400 em exames diagnosticos (COELHO, 2005).
Atualmente é considerado o exame “padréo ouro” para diagnéstico do carcinoma coloretal
(CASTRO;COELHO, 2000).
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colonoscopia

colonoscapio

Figura 11 - Desenho esquemédtico do procedimento da colonoscopia.
(NCI, 2005)

4.4.6 Colonoscopia virtual

E um exame que permite a visualizagdo de todo cdlon sem a necessidade de sedagio
do paciente e intubacdo do colon. O preparo para o exame inclui a limpeza do 6érgéo e
insuflacdo de ar para provocar o pneumocolon e a disponibilizacéo de aparelho de tomografia
helicoidal de altaresolugdo (Figura 12). Apés a aquisicéo das imagens é possivel com auxilio
de um software especial, navegar pela luz do célon (CASTRO;COELHO, 2004).
€Y (b)

Figural2—a- Aparelho pararealizagdo da colonoscopia virtual (HARMONY IMAGE
CENTER, 2006) e b- imagem de pélipo captado pelo procedimento(UW HEALTH, 2006).
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4.4.7 BiopsiaOptica

A biopsia Optica € uma nova técnica de diagnostico que envolve modalidades
diferentes de andlise de espectros de luz retroespalhados, a partir da simples iluminagdo do
tecido suspeito com laser. Tem sido largamente estudado no mundo buscando, como
objetivo, 0 seu aprimoramento para que possa ser empregada como eficiente método
diagndstico. Dentre a varias técnicas podemos citar a Espectroscopia Raman que se baseia no
espalhamento inelastico de luz a partir das moléculas que congtituem a amostra estudada
provendo portanto informacfes a nivel molecular, frequentemente denominado “ molecular
fingerprints’ ou impressdo digital molecular (YAMASAKI et a., 2003). Tem sido
demonstrada constituir-se em um  potencial método de diagndstico de tumores
Huang et a. (2003) estudaram carcinomas de células escamosas e adenocarcinomas de
tecidos bronquiais e observaram grande diferenciacdo entre tecidos normais e neoplésicos.
Bitar et a. (2005) identificou diferencas espectrais em 9 tipos de tecido neoplasicos
mamarios demonstrando que é possivel diferenciar lesdes benignas dos carcinomas
intraductais e lobulares. Yamasaki et al. (2003) demorstraram que esta técnica apresenta
91% de sensibilidade e especificidade de 97% na detec¢do de cancer de pulméo. A bidpsia
Otica apresenta vantagens em relacdo a bidpsia convencional por ndo necessitar a remogao
do tecido a ser analisado, a aquisicdo do diagndstico ocorre em tempo real, possibilita a
instituicéo da terapéutica curativa definitiva mais precocemente reduzindo assm custos e a
ansiedade do paciente (STONE et al., 2003).

4.4.8 Espectroscopia Vibracional

A Espectroscopia vibracional € uma das vérias técnicas disponiveis para o estudo da
estrutura e interacbes moleculares. De acordo com a natureza da interagdo da radiacéo
eletromagnética com a matéria, pode ser divida em Espectroscopia de absorcdo no
infravermelho e Espectroscopia Raman (TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994). O
principal objetivo desta técnica é a determinacdo dos niveis de energia entre &omos e
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moléculas. As diferencas (transicdes) entre estes niveis sdo obtidas por esta técnica e a partir
destas medidas sdo determinadas as posi¢oes relativas dos nivels energéticos. Nas moléculas
aregido espectral onde estas transi¢es sdo observadas depende do tipo de nivels envolvidos
sgjam eles eetrnicos, vibracionais ou rotacionais. Normamente as transicdes eletronicas
estéo situadas na regido do ultravioleta ou visivel, as vibracionais na regido do infravermelho

e as rotacionais naregido de microondas (SALA,. 1995).
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5. Espectroscopia Raman

5.1 Histérico

Em 1800, o astrénomo Willian Herschel, utilizando radiacdo infravermelha emitida
pela luz solar mediu pela primeira vez o espectro do infravermelho em amostras de dgua
destilada. Tendo o sina detectado por termémetros ordin&rios. Em 1905 William W.
Coblentz et al. publicaram 131 espectros de compostos quimicos simples. A ocorréncia de
fotons com freqiéncias diferentes da radiagdo incidente, na radiagdo espalhada, foi teorizado
por Smekal e subsequientemente por Kramers and Heisenberg em 1925 e por Dirac em 1927.
Chandrasekhara Venkata Raman demonstrou o fendbmeno experimentalmente e portanto este
é conhecido hoje como Efeito Raman (TWARDOWSKI;ANZENBACHER, 1994). O efeito
despertou interesse entre os fisicos que procuraram explicar seu mecanismo. Em 1934,
Placzek publicou sua obra fundamental sobre ateoria do efeito Raman. Na década de 1940 os
quimicos j& usavam a Espectroscopia Raman para obtencdo de informagOes relativas a
simetria e as ligagcbes quimicas (SALA, 1995). Com a introducdo da radiacdo laser na
década de 1960, a Espectroscopia Raman comecou a ser utilizada em laboratérios para
caracterizacdo de materiais. Na década de 1980, a utilizacdo do Raman no infravermelho
préximo permitiu que esta técnica fosse utilizada em grande escala (PEREIRA, 2004). O
advento de computadores trouxe valiosa contribuicdo a espectroscopia, tanto pela sua
utilizagdo direta nos instrumentos, com microcomputadores dedicados, como em célculos. Os
clculos de coordenadas normais, por exemplo, sO podiam ser efetuados para moléculas
relativamente simples e eram extremamente morosos. Atualmente moléculas complicadas

podem ser estudadas com grande rapidez e refinamento (SALA,1995).

5.2 Principios da Espectr oscopia Raman
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Considerando que a Espectroscopia estuda a interacéo de radiacdo el etromagnética
com a matéria, e sendo um dos seus principais objetivos a determinacédo dos niveis de energia
de &omos e moléculas (SALA,1995), podemos dizer que o efeito Raman €
fundamentalmente o processo pelo qual a energia é trocada entre aluz e a matéria. Quando a
luz incide numa substéncia ela pode ser absorvida ou espalhada. A maioria da luz espalhada
ocorre sem mudanca na freqiiéncia em relacdo a luz incidente, conhecida como espal hamento
eléstico ou espalhamento Rayleigh (HANLON et d., 2000). No entanto, uma fragdo muito
pequena da luz incidente é espalhada inelasticamente de forma que a energia do féton
espalhado é diferente da energia do féton incidente (DACOSTA et al., 2002). Este processo
de mudanca da energia do féton entre a luz incidente e a espalhada € conhecido como o
efeito Raman(HANLON et d., 2000).

Os sistemas biol6gicos consistem da interacéo dos componentes quimicos e a mais
importante regra estrutural e funcional € ditada pelas moléculas. Muitas delas sdo de
consideravel tamanho, formadas por subunidades moleculares, sendo denominadas de
macromoléculas. Tal como no sistema atdbmico as moléculas estdo sujeitas as vibragoes,
sendo que o total de vibracfes pode ser calculado pela férmula: 3N -6, para moléculas ndo
lineares e 3N-5 para as lineares, onde N € nimero de &omos. Pode-se citar como exemplo
que a molécula de &gua possui trés aomos H,O. Aplicando a formula: V= 3N-6 ? V=
3(3)-6? V= 3, portanto a molécula de agua possui um total de trés modos de vibractes
(TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994).

O modelo mais simples para 0 estudo das vibragdes de uma molécula éo de massas
pontuais, correspondentes aos nucleos atdmicos, ligadas por molas com massa desprezivel
que correspondem as ligagdes quimicas. Considerando-se o0 modelo de uma molécula
diatdmica constituida por duas massas pontuais mMae mb, ligadas por uma mola de constante
k, observa-se através da Figura 13 que as particulas se deslocam em direcOes opostas com

amplitudes inversamente proporcionais as suas massas, Ou sgja, executam movimento de

vibragdo, cuja freqUénciavibraciona € dada pelaformula:
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Onde: ? é aconstante de forca e A é a massa reduzida, definidacomo:

m,.1m-
T my+m-

L

Onde: m e np s30 as massas dos &omos.

Figura 13 - Modelo de massas pontuais para a vibracdo de uma molécula
(TWARDOWSKI; ANZENBACHER,1994).

O numero de vibragdes de uma molécula depende do niUmero de &omos que esta
molécula contém, porém em funcdo da simetria e das propriedades moleculares podem

apresentar trés tipos basicos de vibragdes: estiramento simétrico, estiramento assimétrico e

dobramento (Figura14).
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Figura 14 - Desenho esquemético dos modos vibracionais dos &tomos.
?1= estiramento simétrico, 2= dobramento e ?3= estiramento
assimétrico ( TWARDOWSKI ; ANZENBACHER, 1994).

Para entendermos como a luz interage com as vibragtes moleculares representa- se
esguematicamente as energias dos estados de vibracdo com um diagrama de niveis, supondo
que cada modo normal de vibracdo so tem dois estados ou niveis de energia possiveis. O
mais baixo corresponde a uma molécula, com energia & denominado estado fundamental. O
outro nivel correspondendo a energia E; (representado na figura 15) que a molécula adquire
guando em vibragdo em um de seus modos normais e denominado de estado excitado. Para
que isto ocorra € necessario que haja excitacdo desta molécula, ou seja, a molécula precisa de

ganho de energia E.

Figura 15 — Desenho esquematico do ganho de energia (E = energia deféton).
(UFC, 2005)

Quando o foton incidente possui energia E; maior que a energia & do modo norma a
molécula é excitada a um nivel de energia E, maior que a energia E; do modo vibracional
(Figura 16).
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Figura 16 - Desenho esquematico do ganho maior de energia, quando E é maior
que B (UFC, 2005).

A molécula volta entdo ao estado fundamental Eo, reemitindo um féton com a mesma
energia do féton incidente, neste caso, o féton foi simplesmente espalhado sem perda da sua
energia inicial, denominado entdo Espalhamento eléastico ou Rayleigh
(figura 17).
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Figural7 - Desenho esquematico do espalhamento Rayleigh Es (UFC, 2005).

Ao decair amolécula pode ficar no estado vibracional com energia E;, emitindo entdo

um foton com energia menor (B < Ej), e a este processo denomina-se espalhamento

ineléstico Raman Stokes (Figura18).
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Figura 18 - Desenho esquematico do espalhamento Raman Stokes. (Ef < E1)
(UFC, 2005)

Por outro lado se a molécula esta vibrando em E;, recebe energia de um féton

levando-a a uma energia maior 5, e decai para o estado fundamental E,, o féton emitido

possui energia maior (Ef > E;) , e neste caso denominanmos espalhamento inelstico Raman

anti- Stokes (Figura 19).
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Figura 19 - Desenho esquematico do espalhamento Raman Anti-stokes (& >Ej)
(UFC, 2005)

Na espectroscopia Raman, a amostra a ser estudada recebe radiacéo eletromagnética

proveniente de um laser caracterizado por um comprimento de onda ? (em nm) e por uma
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frequéncia ? (medido por Hz ou sec) sendo sua velocidade no vécuo de 299.792.458 mVs
Risieneet a, apud (COLTHUP,1990).

5.3 Espectroscopia Raman com Transformada de Fourier

Foi demonstrado em 1986 que espectros Raman excitados com lasers de Nd-YAG
(Neodinio itrio-Aluminio-Granada) podem ser coletados sem fluorescéncia da amostra com
instrumentos FT-IR (Transformada de Fourier no Infravermelho) (TWARDOWSKI;
ANZENBACHER, 1994). Os sinais Raman obtidos a partir de amostras bidlogicas sdo
extremamente fracos, e a emissdo de fluorescéncia acaba sendo o maior problema para as
coletas dos sinais Raman (ALCANTARA, 2002).

A instrumentagdo FT-Raman utiliza como energia de excitecdo um laser com
comprimento de onda de 1064nm, um interferdmetro de alta sensibilidade e detector de
germanio. Utilizando laser com maior comprimento de onda, menor energia fornecida a
amostra ,logo, 0 estado virtual (E?) tera menor energia reduzindo a possibilidade de
sobreposicdo de um estado eletrénico superior, conseqlientemente eliminado a interferéncia
da fluorescéncia (Riziene, 2004). Como técnica para aplicacdes bioldgicas e biomédicas a
excitacdo, utilizando laser no infravermelho proximo, tem sido superior a excitacdo com luz
visivel. Isto ocorre porque a fluorescéncia é reduzida e também porque a luz no
infravermelho préximo penetra mais profundamente no tecido, na ordem de milimetros,
criando a denominada “janela diagnostica” dentro do tecido devido & minima absor¢éo
(HANLON et d, 2000).

O sstema FT-Raman utiliza um interferdmetro que agrupa as freqiéncias do
espalhamento Raman em um Unico sinal, utiliza também um separador de feixes, possui um
sistema de lentes, espelhos e prismas e um detector de germanio refrigerado por nitrogénio
liquido (Figura 20). As frequéncias sdo decodificadas pelo emprego da expressdo matemética
denominada de Transformada de Fourier, realizada por software e 0S espectros sdo

apresentados em forma de picos (RIZIENE, 2004).
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Figura 20 - Desenho esquematicodo sistema FT-Raman : L —laser Nd: YAG,
P- espelho parabdlico de coleta, S- amostra, SF filtro secundario, BS- divisor de

raios, MM —espelhomoével , FM - espelho fixo, F-filtro espacial , CD- detector
de Germéanio refrigerado (TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994).

5.4 AplicacBes biolégicas e biomédicas da Espectroscopia Raman

Embora efeito Raman tenha sido descoberto hd mais 70 anos, a espectroscopia
Raman ndo era empregada como instrumento de andlise até ainvencdo do laser. Os primeiros
espectros Raman de materiais biologicos foram medidos com excitagdo a laser no visivel,
primariamente utilizando lasers & gés. O primeiro espectro Raman interpretavel de proteina
nativa, lisozima foi obtido por Lord e Yu, em 1970, no laboratério de Espectroscopia do
MIT, utilizando como fonte de excitacdo um laser de He Ne (HANLON; MANOHARAN,
2000). Nessa época eram dispendidas horas para a coleta de sinais bem purificados de Raman
em solucdes concentradas de biomoléculas. Desde entdo essa coleta tem sido cada vez mais
rapido e atualmente sd0 necess&rios apenas alguns minutos para a obtencdo de sinais
espectrais de ata qualidade em pequenas colénias de células e alguns segundos para a
obtencdo de sinais in vivo (MANOHARAN; WANG, 1996).

Recentemente observou se uma exploséo na utilizagdo da Espectroscopia Raman com
0 propodsito de diagnosticar lesbes eciduais, analises dos componentes sangtiineos e para
estudo das estruturas celulares entre outras (BAENA; LENDI, 2004). O incremento no

nimero de aplicacdes e no nimero de grupos ativos nesta area tem sido facilitado em funcéo
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dos avancos tecnoldgicos em lasers, detectores CCD ( Charge Coupled Device ), e fibras
Opticas. Do ponto de vista de analises em medicina, o potencial da técnica de Espectroscopia
Raman promete ser um novo instrumento para diagnéstico de doengas no corpo humano
(CHOO-SMITH &t d., 2002).

A grande vantagem da espectroscopia Raman é ser utilizada in vivo e possibilitar o
diagnéstico em tempo real. Um instrumento diagnéstico in vivo é muito Gtil na é&rea médica
porque evita procedimentos que requeiram a remogao de tecido suspeito e também evita
demora na avaliagdo diagnodstica. Algumas dessas &reas requerem monitorizagdo continua de
pacientes como por exemplo as andlises sanglineas, intervencdes guiadas e monitorizacdo de
efeitos de terapias (CHOO-SMITH et al., 2004).

A Espectroscopia Raman é uma técnica capaz de prover detalhes da composicéo
quimica das estruturas moleculares e a suas interagdes nas células e tecidos. Como as
doengas levam as mudangas na composicdo molecular dos tecidos afetados, essas mudancgas
refletem nos espectrose a principio, se essas mudancas forem especificas para um
determinado status de alteragdo tecidual, podem entdo ser empregados como marcadores
fenotipicos das doencas (CHOO-SMITH et al., 2002).

Inimeras sdo as aplicacOes desta técnica no campo da biologia e da medicina, e a
maioria ocorre em funcdo do interesse em explorar as aplicabilidades do Raman em

diagndstico de doencas. Abaixo descreveremos brevemente algumas dessas aplicagoes.

Bary et a. (1992) redlizaram estudo comparativo entre Espectroscopia por
Transformada de Fourier no infravermelho proximo (FTIR) e Espectroscopia Raman por
Transformada de Fourier (FT-Raman) em estrato cérneo de pele humana e denonstraram que

aFT-Raman apresenta mais vantagens sobre a FTIR para o estudo da pele humana.

Mizuno et a. (1994) investigaram tumores cerebrais de pacientes submetidos a
neurocirurgia, diagnosticados como gliomagrau I, glioma grau 11, neurinoma e neurocitoma
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de plexo cordide, e concluiram que a espectroscopia Raman pode ser usada para o

diagnéstico diferencial de vérios tipos de tumores cerebrais.

Frank e Mcckeery. (1995) realizaram Espectroscopia Raman em lesBes neoplésicas e
tecidos normais de mama humana e observaram que as diferencas espectrais entre as
condi¢Bes benignas (fibrocisticas) e malignas (carcinoma ducta infiltrante — IDC) eram

peguenas em relacdo as comparagdes destes com 0s espectros de tecidos normais.

Schrader et al. (1995) redizaram experiéncias em diferentes partes de
adenocarcinoma de pulmdo de ratos e grupos de culturas de células de epitelioma e
sarcomas, visando detectar diferencas espectrais entre estes tumores concluindo que a

técnica permite discriminagdo répida e segura destes diferentes tecidos.

Mahadevan et al. (1996) revisaram o0s recentes avangos na tentativa no
desenvolvimento de técnicas diagnosticas de canceres e pré-canceres baseados na
espectroscopia Raman, concluindo que a aplicacéo clinica desta técnica € iminente e espera

se que promova mudanca na deteccéo do cancer num futuro proximo.

Shim e Wilson. (1996) constataram que tecidos preparados com formalina néo
apresentavam alteragbes significantementes no espectro e concluiu que amostras de tecidos

armazenados para estudos histol égicos podem ser estudados por espectroscopia Raman.

Gniadeka et al. (1997) investigaram por espectros Raman amostras de pele normal,
lesBes benignas como tatuagens, dermatofibromas, queratose actinica, queratoacantoma e
lesBes malignas como carcinoma basocelular, carcinoma espinocelulares e lentigo maligno
objetivando comparar as estruturas moleculares destas lesdes e concluiram que tumores

malignos de diferentes tecidos ndo demonstram nenhuma mudanga molecular em comum.

Lawson et al. (1997) redlizaram uma revisdo das aplicagbes biomeédicas da
espectroscopia Raman e mostraram que a técnica estd sendo empregada no estudo das
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artérias humanas, especialmente na aorta com a finalidade de detectar aterosclerose, em
tumores de cérebro e pulmao, em célculos biliares e renais, em cabelos e unhas, implantes e

proteses dentes, olhos, até mesmo na Doenga de Alzheimer.

Gniadeka et al. (1997) utilizaram a espectroscopia Raman de pele norma comparada
com carcinoma basocelular e obtiveram completa separacéo espectral entre este dois tipos de

tecidos.

Martin et d. (2003) aplicaram a técnica de PCA em espectros Raman de carcinomas
basocelulares e tecidos normais e concluiram que a técnica € capaz de separar 0s tipos

teciduais com 83% de sensibilidade e 100% de especificidade.

Molckovsky et a. (2003) demonstraram pela primeira vez o potencia da
espectroscopia Raman para diferenciacdo de pdlipos colénicos durante um exame
endoscopico. O estudo in vivo permitiu distinguir os adenomas (n=10) dos pdlipos

hiperplasicos (n=9) com 100% de sensibilidade e 89% de especificidade.

Oliveiraet al. (2004) estudaram fragmentos carcinomas espinocel ulares quimicamente
induzidas por carcinégeno 7,12- dimetil benza anthracere (DMBA) em mucosa ora de ratos.
Os espectros Raman foram obtidos e submetidos a Andlise dos Principais Componentes

(PCA) observando que a técnica pode ser muito Util na deteccdo de lesdes orais malignas.

Pereira et al (2004) fizeram estudo espectral comparativo entre carcinoma
espinocelulares e pele normal e encontraram significativas diferencas espectrais entre estes

tipos de tecidos.

Nogueiraet al. (2004) empregaram a espectroscopia Raman em fragmentos de artérias
carétidas humanas com objetivo de obter informacfes quimicas para o diagnostico de placas
aterosclerdticas com sensibilidade e especificidade de 89% e 100% respectivamente e para
placas calcificadas com 100% de sensibilidade e 98% de especificidade.
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Bitar et al (2004) estudaram amostras de fibroadenoma, carcinoma intraductal e
tecidos mamérios normais e demonstraram que a espectroscopia Raman € uma técnica que

possibilitao diagnostico diferencia entre essas patologias.

Chen et a. (2006) avaliaram culturas de células de adenocarcinoma de célon e
constataram gue células cancerosas apresentam concentragdo mais alta de proteinas e acidos
nucléicos que as demais células normais e concluiram que a técnica pode ser Util na deteccdo

de cancer através de células esfoliadas do aparelho digestivo.

Podemos ainda citar outros estudos que tiveram como objetivo a aplicabilidade da
espectroscopia Raman na biologia e medicina, como o estudo espectral de colageno, gelatina
e eagtina por (FRUSHOUR ;KONIG, 1975), para desenvolvimento de fibra Optica para o
diagnéstico clinico de lesbes pré-cancerosas cervicais por (MAHADEVAN-JANSEN et al.,
1998), para identificacdo de célculos renais de acido Urico por (KODATI et al., 1990), em
estudo de displasia induzida em palato de ratos com 1-6xido 4- nitroquinolona por
(SCHUT et al., 2000), com a finalidade de identificar lesdes pré-cancerosas em colo uterino
por (UTZINGER et al,; 2001), demarcacacdo de bordas de lesdo carcinomatosa de pele por
(NIJSSENet a., 2002), em glioblastoma cerebral visando diferenciar tecido necrético
permitindo o desenvolvimento da bidpsia em tempo-real e guiando o procedimento de
resseccdo do tumor por (KOLJENOVIC et al, 2002), em soro sangliineo de gatos para
deteccdo de anticorpos 1gG e IgM de toxoplasmose por (DUARTE et al., 2002), para o
diagndstico de cancer de pulmdo por (HUANG et a., 2003); (KAMINAKA; ITO, 2002) e
(YAMASKI et al,, 2003), para valiagdo dos efeitos da fixacdo por formaina em amostras de
tecido neoplésico de bronquio humano por (HUANG et al., 2003), para identificacdo de
canceres epiteliais do esdfago, colon préstata e pulméo por (STONE et al., 2004) e em bexiga
para o estudo de cistites, carcinoma in situ e adenocarcinoma por (CROW et al., 2004).
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5.5 Espectros Raman das principais moléculas

5.5.1 Proteinas

Congtituem o componente celular mais abundante e sdo as moléculas mais
diversificadas quanto a sua funcdo e forma, desempenhando fungdes estruturais e dinamicas.
Participam na composi¢cao do esqueleto celular e das estruturas de sustentagcdo como, por
exemplo, o colageno e a elastina. Participam dos processos bioldgicos, como enzimas,
catalizando as milhares de reacfes quimicas no organismo (MARZZOCO; TORRES, 1999).
Assm como as demais macromoléculas bioldgicas, sdo constituidas por unidades menores
gue polimerizam para formarem as estruturas mais complexas que existem nas células. No
caso das proteinas, a unidade mais simples € o aminoécido e existem 20 tipos diferentes na
natureza (VIEIRA et a, 1999). Os aminoécidos sdo compostos que contém na sua molécula
um grupo amino (H3N") e um grupo carboxila (COO"), com excec&o da prolina que contém
um grupo imino (NH-) no lugar do grupo amino. A formula basica comum consiste de
grupos amino e carboxila ligados a0 carbono a, a0 qua também se liga um &omo de
hidrogénio e um grupo variavel chamado cadeira lateral ou grupo R e pode ser observado na
figura21 (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Gripo aminag Grupo carboxlio
H2N—t'|.:—H
R
Cadela iateral Carbono @

Figura 21 - Esquema representativo da férmula basica do aminoécido.
(UFSC-2) .
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Podemos descrever a estrutura das proteinas em quatro niveis a saber:
-Estrutura Primaria: A qual é determinada pela seqiiéncia de aminoacidos, que é
especifica para cada proteina.
-Estrutura Secundéria: descreve as estruturas regulares bidimensionais por segmentos da
cadeia polipeptidica. Sdo conhecidas duas conformacdes, a a-hélice e folha 3 pregueada. Na
conformacdo a-hélice ocorre um enrolamento da cadeia ao redor de um eixo. A a-hélice
(Figura22) e folha 3 pregueada (Figura 23) estabilizam-se por pontes de hidrogénio entre os
nitrogénio e o oxigénio dos grupos NH e —C=0, constituintes das unidades peptidicas
(MARZZOCO; TORRES, 1999).

O.54 nm
3.6 Amincdskias)

{=a) [{=3}

Figura 22 - Desenho esquematico do arranjo espacial das unidades peptidicas em
conformacgdo a- hélice. (MARZZOCO;TORRES, 1999).
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Figura23 - Desenhorepresentativo de duas cadeias peptidicas em conformagao

folha B pregueada (MARZZOCO; TORRES, 1999).
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-Estrutura Tercidria: A qua descreve o dobramento final da cadeia polipeptidica

por interacdo de regides com estrutura regular de a-hélice e folha I3 pregueada ou de regides

sem estrutura definida (Figura 24).

Figura 24 - Estrutura da lisozima do ovo, com segmentos em a-héliceeem

Folha 3 pregueada (MARZZOCO TORRES, 1999).
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-Estrutura Quaternaria: descreve a associacdo de duas ou mais cadeias
polipeptidicas para compor uma proteina funcional, mantidas por ligacbes ndo-covalentes
entre as subunidades observadas na figura 25 (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Figura 25 - Desenho esquemético da estrutura quater naria da hemoglobina.
(MARZZOCO; TORRES,1999).

O espectro Raman contém informagdes sobre as estruturas primérias, secundérias,
terci&rias e quaternarias das proteinas. Varios aminoacidos, importantes na estrutura
priméria, podem ser caracterizados pelos seus espectros vibracionais, incluindo a tirosina
com picos em 643, 645, 830 , 850 , 859 ,1183, 1206, 1210, 1603, 1616, 1620cmi*, o
triptofano com picos em 570, 757, 881, 1014, 1338, 1361, 1414, 1553 e 1582cni’, a
fenilalanima com picos em 622, 1006, 1035, 1183, 1207, 1585, 1605cmi* e a histidina com
picos em 623, 985, 1204 , 1265 e 1282 cm? (MAHADEVAN-JANSEN;RICHARDS
KORTUM, 1996; TWARDOWSKI;ANZENBACHER,1994; STONE et a., 2004).

As ligacdes peptidicas dos aminoécidos de ligacdo do grupo carboxila (-COOH-) com
um grupo amino (NH2) apresentam 7 tipos de vibragfes, denominadas de amida |, 11, 111,
IV, V, VI e VII e sdo utilizados na espectroscopia para identificacdo das estruturas
secundarias das proteinas (Figura 26). As bandas amida | e Ill sdo estudadas pela
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espectroscopia Raman as demais vibragbes ndo sdo detectadas porque ndo apresentam
atividade Raman (TWARDOWSK;ANZENBACHER, 1994).

R

| o
. H\N/CH\C‘/// T 5
| \N/CH\\C////

. » u OH - - -
Ligac&o peptidica

Figura 26 - Esquema demonstrando a ligagdo de um grupo car boxila com um grupo
Amino.

O modo vibraciona amida | corresponde a0  estiramento da ligagdo C=0
(Figura Z7a) e adquirem posicdes de picos no dedocamento Raman de acordo com as
estruturas secundérias envolvidas. Na conformacdo a- hélice a posi¢cdo de vibracdo encontra
se em 1654-1662 cm* e na conformagao folha R pregueada encontra-se em 1665-1680 cm™
(TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994). O modo de vibragdo da amida Il corresponde
a0 estiramento da ligagdo (C=N ) e o dobramento no plano da ligacéo (N-H) observados na
Figura Z b. Na conformacdo de a-hélice ocupam posicdes no deslocamento Raman em
1258-1304 an! e na conformacido folha R pregueada correspondem a 1227-
1247 cm}(MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM, 1994).

AMIDA I AMIDA III
R H R H
N e 7
C —— N C—N—>
O R O R
o (a) (b)

Figura 27 - Desenho esquematico representando os modos vibracionais: (a) Amida |
e(b) Amida 111 (TWARDOWSKI;ANZENBACHER, 1994).
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5.5.2 Acidosnucléicos

Os é&cidos nucléicos pertencem a classe das macromoléculas e, da mesma forma que
0s polissacarideos e as proteinas, sdo formados por unidades mais simples que se unem para
formar molécula mais complexa A figura 28 apresenta uma unidade basica que é o
nucleotideo, que, por sua vez, € composto de trés moléculas ainda mais simples. uma base
nitrogenada, uma pentose e acido fosforico VIEIRA, 1999).

Base nitrogenada

Pentose

Figura 28 - Representacdo da composicdo de um nucleotideo. (UFSC-1)

Os trés componentes dos nucleotideos sdo Raman ativos. Na regido entre
500-800 cm!  aparecem vibragdes dos anéis heterociclicos das bases nitrogenadas com forte
pico em 770 cm® devido & vibragdo do anel aromético das bases pirimidicas citosina e
timina e também uma linha de moderada intensidade em 670 cm™* devido &s bases purinicas
adenina e guanina. A regid entre 1100-1700 cm é também rica em bandas devidas &s
vibragdes das bases nitrogenadas. As bases pirimidicas apresentam vibragOes caracteristicas
em 1240 cmit, enquanto que a purinas tém vibracdes em 1480 e 1580 cmit. A vibracdo de
estiramento da ligagdo (O-P-O) esté localizada préximo a 800 cmit. As pentoses contribuem
com bandas fracas entre 800-1100 cmt assim como a vibragio da pentose que ocorre em
1460 pela deformacgdo da ligagdo CH2 (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS KORTUM,
1996).
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5.5.3Lipideos

Os lipideos congtituem uma classe de compostos com estrutura bastante variada,
caracterizados por sua baixa solubilidade em agua. Sdo representados pelos acidos graxos,
triacilglicerdis, glicerofosfolipideos, os esterdides e os esfingolipideos. Exercem diversas
funcdes bioldgicas como, componentes de membranas, isolantes térmicos e reserva de
energia, exercendo também a fungdo de  hormbémios e  vitaminas
(MARZZOCO;TORRES, 1999). Os fosfolipideos ou esfingolipideos sdo os principais
componentes das membranas celulares. Contendo cada molécula desta de fosfolipideo
conttm uma cabeca hidrofilica e uma cauda hidrofébica (MAHADEVAN-
JANSEN;RICHARDS-KORTUM, 1996).

Os espectros Raman dos fosfolipideos contém vibragdes de ambas as partes, embora a
maioria dos picos sgja relativa a parte hidrofébica. A cabeca hidrofilica apresenta pico em
720 cmi* decorrente da vibraggo da ligacdo (C-N), enquanto a parte hidrofébica apresenta
vibracdes das ligagdes (C-C) entre 1000 e 1150 crit. O estiramento assimétrico (C-H) ocorre
em 2880 cnit, enquanto o estiramento simétrico ocorre em 2850 cmit. A intensidade desses
dois picos € sensivel adensidade do agrupamento lateral das cadeias hidrofébicase também
s80 afetadas pela mobilidade da cadeia. A deformacdo da ligagdo (CH2) possui pico Raman
em 1303 cmi* enquanto a deformagdo (=C-H) contribui com pico em 1267 cmi*. Os modos
vibracionais dos isbmeros cisetrans daligacéo (C=C) da cadeia dos &cidos graxos ocorrem
em 1650-1666cm?, respectivamente (MAHADEVAN-JANSEN; RICHARDS-KORTUM,
1996).

5.5.4 Carboidratos

Os carboidratos sd@o compostos que, em geral, apresentam a férmula empirica
(CH20)n como pode ser observado na figura 29. S&o poliidroxialdeidos, ou
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poliidroxicetonas. O tipo mais simples € constituido pelos monossacarideos, chamados de
aldoses ou cetoses, segundo o grupo funcional que apresentam, aldeido ou cetona. Os
oligossacarideos sdo carboidratos formados por pequeno nimero de monossacarideos. Entre
os oligossacarideos os mais comuns sdo os dissacarideos, que incluem a sacarose e a lactose.
Os polissacarideos sdo polimeros de centenas ou milhares de monossacarideos, como
exemplo citaremos a celulose, o glicogénio e o amido (MARZZOCO;TORRES, 1999). Os
carboidratos sG0 componentes importante na matéria viva, por estarem envolvidos na
utilizacdo da energia solar através da fotossintese, participar da formacdo dos &cidos
nucléicos, compor a parede celular e congtituirem reserva  energética
(TWARDOWSKI;ANZENBACHER, 1994).

H iCH:0H -0 +CH20H
| < / M [

0.

| 2 0
H /H \;cmon H \m 0y oM wd \ H
!

‘;C iC \ic c”
oft \\rli N “OH }c d o “\ oH H / e
F3
| | T
OH OH OH OH H o
fructose ribose glucose

Figura 29 - Estruturas de alguns monossacar ideos (UFSC-3).

A interpretacd0 dos espectros vibracionais dos carboidratos é dificil porque os
mesmos possuem estruturas similares do ponto de vista quimico, aém disso os modos
vibracionais frequentemente estdo acoplados. O maior problema do estudo estrutural dos
carboidratos € a determinagcdo da configuracdo do primeiro a&omo de carbono nas formas
ciclicas. O grupo OH deste &omo pode orientar-se para cima ou para baixo em relagdo &
anel carbbnico, gerando bandas espectrais em pontos diferentes do deslocamento Raman.
S50 conhecidas trés bandas Raman ativas entre 600 e 1800 cmi’. A primeira é observada em
torno de 770 cnit devido ao dobramento simétrico do anel de carbono, a segunda em torno
de 840-890 cm* devido ao tipo de deformagéo de C(1)-H e aterceiraem 915 cmi* atribuida a
vibragdo antissimétrica do anel de carbono (TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994).
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5.6 Modos vibracionais Raman de moléculas teciduais
A tabela 3 apresenta as posi¢des de pico (em cmt) dos espectros Raman das estruturas

que promovem a vibragdo e as respectivas moléculas. Onde d = modo dobramento e

? = estiramento.

Tabea-3 Modos vibracionais das moléculas teciduais

Posi¢do do pico Tipo de estrutura Compostos Referéncias
(cm?) Moleculares
853 AC-C) Andl prolina ab,c
d anel Tirosina ab,c
859 - Tirosina /colageno a
877 AC-C) Hidroxiprolina a
879- 881 - Tryptofano e
920 C-C) Prolina,glicose ,&cido lético ac
932 (C-O) a-hélice proteinas ab
935 AC-C) prolina, valinaa-hédice ad
Glicogénio ad
1001 d ? anel Fenilalanina ab,cd
1083 ?(C-N) Proteinas a
1087-1090 ?(C-C), AO0-P-O0) - ad
1091-1095-1099 2AOC-P-0O) Acidos nucléicos e
1155 ?(C-C) ¢(C-N) Proteinas ab
1243 Amidalll - ab,cd
1258 Amidalll - ad
1260 Amidalll - ad
1264 d (=C-H) Lipideos a
AC-N) Proteinas( conformacédo a) a
1279 Amidalll; ahdix - ab
1299-1300 d (CHy) Lipideos ab
1304 d (CHy) L ipideos/adenina/guanina a
1335-1345 d (CH3zCHy) Colégeno a
1336 - DNA- Bases purinas a
1446 d (CHy) Proteinas a
1654-1655 Amidal - acd
?(C=0) Proteinas(a- helice) acd

(a) Stoneet d. (2004) (b) Barry etal. (1992) (c) Frushour et al. (1975)
(d)Mahadevant+Jansen;Richards Kortum. (1996) (€) Twardowski; Anzenbacher. (1994)



49

OBJETIVOS



50

6. Objetivos

Tendo em vista as vantagens da espectroscopia Raman e a importancia que esta
técnicatrara futuramente para a clinica médica, este trabalho tem como objetivos:

- Obter os espectros Raman da mucosa norma de célon e das lesdes neoplésicas
visando avaliar as caracteristicas espectrais destes dois tipos de tecidos.

- Associar  0s modos  vibracionais aos compostos moleculares e estruturas

bioquimicas responsaveis pela vibracao.

- Andlisar estatisticamente as alteragbes encontradas nos modos vibracionais

- Diferenciar estatisticamente tecidos normais de tecidos de adenocarcinoma
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7. Material e métodos

7.1 Etica M édica

Este estudo foi realizado apds aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UNIVAP, sob protocolo n°L166/2004/CEP, conforme Resolucdo n°196/96 do Conselho
Nacional de Salide (ANEXO A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) FAMERP,
protocolo n°0855/2005 (ANEXO B).

Os pacientes que cederam o material bioldgico para realizagcdo deste estudo foram
previamente informados da finalidade desta pesguisa através de um formulério de
consentimento contendo informacfes basicas sobre a técnica de Espectroscopia FT-Raman.
Neste formul&rio sdo descritas a importancia desta nova técnica de estudo diagnéstico que
podera ser utilizada nos consultérios clinicos, relatando a auséncia de riscos adicionais no
tratamento ou no procedimento cirdrgico. Foi exposto ao paciente, ainda, que ndo haveria
interferéncia no aumento de tempo do procedimento da colonoscopia e da cirurgia, aertando-
se sobre a auséncia de quaisquer beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Esclareceuse que se ndo concordarem com a
pesquisa, sua decisdo ndo influenciaria no seu tratamento.

Os pacientes que concordaram em doar 0 material para este estudo cientifico,
assinaram uma declaracdo autorizando a retirada do tecido, informando a sua aceitagdo em
participar do mesmo. O documento original foi arquivado no prontuario do paciente e este
recebeu umacopia (ANEXO C).

7.2 Obtencéo das amostras

As amostras de tecidos para realizagcdo da parte experimental eram lesdes poliposas

com suspeita de adenocarcinoma, obtidas de pacientes submetidos a colonoscopia, com a
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colaboragcdo dos Doutores Roberto Luiz Kaiser e Roberto Luiz Kaiser Jr. do Servigco de
Colonoscopia do Hospital da Beneficéncia Portuguesa de Sao José do Rio Preto-SP. Foram
também coletadas amostras de colon de pacientes submetidos a cirurgia com diagnéstico ja
confirmado de adenocarcinoma, obtidas com a colaboracdo do Departamento de
Coloproctologia da Fundacéo Faculdade Medicina de Sao José do Rio Preto (FUNFARME)
sendo as cirurgias realizadas no Hospita de Base de S8 José do Rio Preto-SP. Estas
amostras eram constituid as de fragmentos da lesdo neoplasica e fragmentos de tecido normal
de célon coletados a uma distancia ndo inferior a 10 cm das margens livres da regido do
tumor. Foram coletadas amostras e 39 pacientes, de ambos sexos, de diversas etnias e
faixas etarias (41 a 77 anos— masculino) e (55 a 81 anos— feminino). As pecas de biopsiade
colonoscopia foram hemiseccionadas, sendo uma delas encaminhadas para estudo
histopatol6gico para a confirmacdo diagnéstica das lesbes e a outra imediatamente
armazenada em tubos criogénicos de 1,2 ml de nalgene®. Estes foram devidamente
identificados e numerados, mantendo a identidade do paciente em sigilo. As amostras foram
imediatamente congeladas em galdo de nitrogénio liquido numa temperatura de —196°C
(Figura 30), visando a preservagdo e manutencdo de todas as estruturas teciduais do
fragmento até a realizacdo da leitura experimental. As amostras foram transportadas até ao
Laboratorio de Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB), no Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da UniVap - S8o José dos Campos SP, onde foi realizada a espectroscopia

Raman.

Figura 30 - GalGes de nitrogénio.
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7.3 Parametros do Equipamento

A partir do software instalado no Espectébmetro FT-Raman RFS 100, OPUS versdo
4.2 Copyright® Bruker Optik GmHb 1997-2002, foram gjustados todos os pardmetros do
equipamento, como poténcia do laser, didmetro do feixe, guste na transformada de Fourier,
auxilio durante a aquisicdo dos espectros, armazenamento e manipulacdo dos dados
espectrais, graficos em trés dimensdes (3D), andlises quantitativas e armazenamento dos

dados em forma de bibliotecas.

7.4 Espectroscopia FT- Raman

O aparelho de Espectroscopia Raman utilizado foi do Laboratério de Espectroscopia
Vibraciona Biomédica (LEVB) do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade
do Vale do Paraiba (IP&D-UniVap). O equipamento utilizado para aquisicdo dos espectros
das amostras de colon foi o Espectrémetro RFS 100 (Figura 31). O laser utilizado foi o
Nd:YAG (Neodimio: itrio Aluminio Granada) e emite alta intensidade de radiagdo em 1064
nm. A poténcia maxima do laser é de 300mW. Foram realizadas 300 “ scans’ ou varreduras
em cada ponto amostra, com resolugio espectral de 4 cnit e o didmetro do feixe do laser na
amostra foi de 100u. A poténcia gjustada para o laser foi de 132mW, poténcia maxima
gustada para a coleta dos sinais com melhor razdo sina/ruido, sem que houvesse

aquecimento ou degradacéo das mesmeas.

Figura3l- Espectrdmetro FT-Raman RFS 100, Bruker.
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Antes da andlise espectroscopica as amostras foram descongeladas individualmente.
Empregamos solucdo de soro fisiolégico 0,9% para que a amostra atingisse a temperatura
ambiente e & mantivesse Umido durante a realizacdo da leitura espectroscopica, evitando
assim a desidratacdo ou degradacdo das mesmas. As amostras foram fixadas em portas
amostras de aco de 1cm de didmetro com porcéo central escavada de 1,5mm, receptora das
amostras (Figura 32-A), pressionadas com laminulas de vidro e posicionadas frontalmente a
saida do feixe de laser (Figura 32-B) coletando- o0s espectros FT-Raman pela lente
objetiva Os espectros foram colhidos em trés a cinco pontos diferentes de acordo com o
tamanho das amostras. O tempo médio de aquisicdo dos espectros foi de 600s por amostra,
obtendo-se um total de 214 espectros, sendo 144 espectros de célon normal e 70 espectros

de adenocarcinomas.

: -

Figura 32- A: Porta amostras com escavacdo central para recepgdo dasamostras
B: Demonstracao do posicionamento das amostras defrontea Lente objetiva para a

irradiacdo e leitura dos espectros FT- Raman.

7.5 Andlise dos dados espectrais

A avaiacdo dos resultados espectrais pode redlizada de duas formas. com um
dendograma (andlise de clustering) ou com um teste de identidade. Optouse pela primeira
forma de andlise por ser um método de simples compreensdo. A andlise de clustering €

realizada quando se possui n itens (objetos/variaveis), estruturando uma matriz de distancias
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entre os elementos e € usada para estabelecer similaridades. Os dois elementos mais
proximos, de menor disténcia, sdo unificados formando uma nova matriz [dimensdes (1) x
(n-1)] e com isso gera um novo objeto ou grupo. 1sso se repete até formar um diagrama em
forma de um grupo somente e todas as etapas sd0 registradas pela construcdo de um
dendograma , que € arvore, bastante usada pelos taxonomistas (MILLIGAN; COOPER,
1988)

O dendograma é apresentado graficamente com uma raiz principal formada pela
unido de dois grupos principais que por sua vez foram formados por outros dois e assim por
diante. Apresenta uma escala de distancias que indica o nivel em que dois grupos tornam-se
um (Figura33)

Disténcias

A

d5 -------

e e
b

d

T [

A B C D E F

Figura33 - Dendograma representando o0 agrupamento sucessivo dos objetos
A,B,C,D,E eF. Notar queasdistanciasd,d, ,c ds € 5 representam os
pontos em que os agrupamentos foram formados.

Dependendo do nivel de agrupamento e quantidade de clusters desgada, pode-se
tornar um determinado valor para se estabelecer a resposta de quais objetos estdo contidos
em quais clusters . Por exemplo, um valor entre d1 e d2 na figura 32, apresentara dois clusters
(C, D) e (E). Com isso, devem ser medidas a distancia entre dois objetos individuais e a
distancia entre dois grupos de objetos. O grau de diferenca entre dois grupos, medido atraves
de sua distancia, sugere algum tipo de média das disténcias individuais ou soma das

distancias entre os centros dos conglomerados.
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Os espectros FT-Raman de tecidos normais e neoplasicos de colon foram tratados
utlizando-se o software OPUS® versio 4.2. A clusterizagdo foi realizada utilizando-se as
ferramentas estatisticas deste software. As andlises foram baseadas nas variacbes de
intensidade, deslocamento dos picos e surgimento de novas bandas entre os espectros de

tecidos normais atraveés da associacao dos espectros e os dados da andlise histopatol 6gica

7.6 Andlise dos ComponentesPrincipais

A Andise dos Componentes Principais (ACP) é utilizada para reduzir
dimensionalmente uma quantia de dados at ravés da andlise de covariancia. A covariancia €
sempre medida entre dois fatores. Quando mais de dois fatores sdo envolvidos, os valores de
covariancia podem ser colocados em uma matriz. E quando a ACP torna-se (til. Assm
grande quantidade de dados como resultante de um estudo de expressdo génica, por exemplo,
pode ser organizada em peguenos grupos de componentes semelhantes dentro da amostra
(SMITH, 2002)

A classificacdo dos espectros Raman de tecidos neoplasicos e normais é o ponto
importante porgque evidencia o potencial discriminativo e a especificidade dos espectros
Raman coletados. Desta maneira os espectros a serem classificados foram submetidos & ACP
através do Software MINITAB® Release 12.20. Foram relacionados os Componentes
Principais PC3 versus PC2 de cada agrupamento espectral através da construcdo de graficos
de Dispersdo, onde foi obtida a classificagdo dos espectros, utilizando o software ORIGIN
7.0.

7.7 Estudo histopatolégico

Apbs a coleta dos espectros Raman das amostras, os fragmentos dos tecidos
analisados foram imersos em tubos plésticos contendo formol a 10%. Os frascos contendo as
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amostras foram devidamente identificados e enviados para andlise histopatolégica de

confirmacdo diagndstica no Laboratério Pathus de So Paulo.
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8. Resultados

8.1 Espectros de tecido normal

Os espectros de tecido de colon norma foram analisados pela Andise dos
Componentes Principais (ACP) e agrupados através do diagrama de clusters, com o objetivo
e andisar a variagdo espectral entre esses dados. O dendograma mostrado na figura 34
separou os espectros FT-Raman de tecidos normais (144 espectros) em trés subgrupos com
disténcia espectral inferior a 0.2 correspondendo a similaridade espectral superior a 90% e
denominados. Grupo Normal 1 (GN-1), Grupo Normal 2 (GN-2) e Grupo Normal 3(GN-3).

Asfiguras 35, 36 e 37 mostram os espectros Raman de tecidos normais de c6lon dos
grupos: (GN-1) - com 37 espectros, (GN-2) - com 63 espectros e (GN -3) - com 44 espectros
respectivamente, obtidos com energia de excitacdo de 1064 nm e poténcia de 132 mW.
Todos os espectros foram normalizados vetorialmente no intervalo de freqiéncia de 800 a
1800 cm. Foi definida esta regido porque bandas espectrais deste intervalo podem ser
utilizadas para estudar os principais constituintes moleculares do tecido colénico. Nenhuma
correcdo ou subtracdo do sina de fluorescéncia foi necessario, mostrando assim, a eficiéncia
daenergiade excitacdo de 1064 nm em suprimir este tipo de excitacdo eletronica

Podemo s observar visualmente na figura 35 que houve maior dispersdo espectral do
GN-1, gpesar de que ndo muito intensa, seguida do GN -2 (Figura-36) e menor dispersdo nos
espectros do GN-3 (Figura 37), indicando que houve maior homogeneidade tecidual nas

amostras deste grupo.
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Figura 34- Dendograma representativo do calculo do coeficiente de correlagdo entre
os espectros FT -Raman de amostras de tecidos normaisde intestino grosso (144 espectr os)
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Figura 35 - Espectros FT- Raman das amostras que comp&e 0 Grupo Normal -1 (GN-1)

Intensidade Raman (u.a.)

a00 1000 1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman {(cm-1)

Figura 36 - Espectros FT - Raman das amostras que compde o Grupo Normal -2 (GN-2)

62



63
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Figura 37 - Espectros FT- Raman das amostras que comp&e o Grupo Normal -3 (GN-3)

Objetivando estabelecer as caracteristicas espectrais Raman de cada grupo
calculamos a média espectral e o desvio padrdo que apresentaram niveis de similaridade de
95% em cada grupo. Os resultados sdo apresentados na figura 38. As linhas escuras
representam as médias espectrais enquanto que as linhas em cinza representam o desvio
padréo.

Cada amostra analisada pela Espectroscopia FT-Raman foi enviada para andlise
histol 6gica a fim de se obter umadescri¢do das estruturas teciduais predominantes. Para cada
subgrupo encontrado (GN -1, GN-2 e GN - 3), foram constatados diferentes tipos de tecidos.

As amostras que compde 0 GN-1 apresentaram o tecido muscular liso e pouco tecido
epitelia (Figura39-A). As amostras que compde o0 GN -2 apresentam histol ogicamente tecido
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| Grupo 2 b)

Intensidade (unidades arb.)

L Ay

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Deslocamento Raman(cm’™)

Figura 38 - Média dos espectros Raman: a- Grupo normal 1, b- Grupo normal 2 ec - Grupo
Normal 3. Em cinza: Desvio Padr&o

epitelial norma do cdlon e tecido conjuntivo (Figura39-B). As amostras de tecidos que
compde 0 GN-3 apresentaram um predominio de tecido conjuntivo e tecido adiposo, como
podemos constatar na Figura 39-C, devido a aquisi¢ao destes espécimes ter ocorrido em uma
parte mais externa da pega.
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Aumento 5X Aumento 5X Aumento 5X

Figura 39 - Laminas histoldgicas de tecido normal de célon. A: GN-1, tecido epitelial escasso, tecido
conjuntivo e tecido muscular liso. : GN- 2, tecido conjuntivo frouxo e tecido epitelial glandular
predominante. C: GN- 3, tecido conjuntivo e adiposo

8.2 Espectros de adenocar cinoma

Intensidade Raman (u.a)

800 1000 1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman (cm™)

Figura40 - EspectrosFT- Raman detodas as amostras deadenocarcinomas
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A figura 40 mostra os 70 espectros de todas as amostras de adenocarcinoma,
obtidas no intervalo de 800 a 1800 cni' com energia de excitacdo de 1064 nm e poténcia de
132 mW. Observamos disper sdo espectral no conjunto das amostras indicando que podemos

encontrar variancias significativas no tecido neoplésico.

Os espectros de adenocarcinoma foram estudados pela Andlise dos Componentes
Principais (ACP) e agrupados através do diagrama de clusters, objetivando a andlise da
variagao espectral encontrada entre esses espectros.

Os espectros agruparamse em trés subgrupos denominados de:  Grupo
adenocarcinoma 1 (ADC-1), Grupo adenocarcinoma 2 (ADC-2) e Grupo adenocarcinoma 3
(ADC-3). O Dendograma de separacéo em clusters dos espectros FT-Raman é mostrado na
figura4l.

Verificouse apo6s a Clusterizagdo, que espectros de trés amostras de
adenocarcinomas (68, 69 e 70) se agruparam formando um pequeno conjunto espectral com
distancia espectral maior que 0.35 ou similaridade espectral abaixo de 82.5% (em vermelho
na figura 41) e portanto foram excluidas do grupo para a elaboracdo da média dos grupos
para efeito de estudo entre estas trés variancias espectrais observadas no tecidos neoplésico.
Na figura 42 podemos observar os espectros das amostras excluidas (em azul) comparado
com as médias espectrais dos grupo adenocarcinoma 1, 2 e 3. Observa-se neste grupo houve

maior intensidade espectral no intervalo que vai de 1015 a 1175cmi™.
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Figura 41 - Dendograma representativo do calculo do coeficiente de correlacdo entre os espectros de

adenocar cinomas (70 espectr 0s).
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Adenocarcinoma 1 (ADC1)
Adenocarcinoma 2 (ADC2)
Adenpcarcinoma 3 (ADC3)
Adenoccarcinoma 4 (AD4c)
Adenocarcinama 4d (AD4d)
Adenccarcinoma 4e (AD4e)
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Figura 42 - Média dos espectros de adenocar cinoma. ADC- 1(em preto), ADC-2 (em vermelho),
ADC-3 (em verde). Espectro das trés amostras adenocarcinomas excluidas(em azul)

A seqguir, para fins de comparacéo entre os grupos de espectros de adenocarcinoma
foram obtidas as nédias dos espectros FT-Raman dos 3 gupos. Estes espectros foram
normalizados vetorialmente no intervalo de 800 a 1800 cni?, e aidentificaco de cada modo
vibracional estq apresentada na Tabela 3 da secdo 5.6. Nota-se que nitidas diferencas

espectrais entre estes grupos podem ser observadaos na figura 43.

Nesta figura, observa-se que em algumas regides ha grandes diferencas entre os trés
grupos espectrais. Estas diferencas sdo bem evidentes nos intervalos de 845 a 920 cmit
(Figura 43) com intenso pico do ADC-1 que corresporde aos aminoacidos prolina, valina,
&cido latico, a-hélice proteinas e glicogénio cujas estruturas responsaveis pela vibragdo sdo
os estiramentos ? (C-C) e (C-C) (STONE «t a., 2004; BARRY et d., 1992,MAHADEVAN-
JANSEN; RICHARDS-KORTUM., 1996). Outras regides em que observamos pico com
maior intensidade espectral do ADC-1 sdo 1047cm* e 1273cm?.
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Adenocarcinoma 1 (AD1)
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Adenocarcinoma 3 (AD3)
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Figura43 - Média de todos os espectros de adenocarcinoma (ADC-1): em preto;
(ADC-2):emvermelho; (ADC-3): em azul . Asr egifes demar cadas apresentam diferencas
espectrais evidentes entre estes trés tipos de tecidos.

Nas regides espectrais da Amida IIl, entre 1250 a 1300 cm™, h4 decréscimo de
intensidade espectral dos grupos ADC- 2 e ADC-3. No intervalo de 1310 a 1360 cm*
correspondentes aos modos vibracionais d(CH,) e d(CH3; CHy) dos lipideos, do colageno, e
das bases purinicas do DNA (STONE et a.,2004; FRUSHOUR et a.,1975) as diferencas
espectrais se caracterizam pela intensidade maior do espectro do ADC-3.

Os espectros gque compde o0 Grupo | Adenocarcinoma séo de amostras de tecido
neoplésico moderadamente diferenciado, com desaparecimento do padrdo tubular e com
tecido fibroconjuntivo caracterizado por desmoplasia, como podem observados na figura 44.
Os espectros que compdes o ADC-2 sdo de amostras de tecidos neoplésicos, de padrdo
tubuliforme, com menor concentracdo de tecido epitelia neoplasico quando comparados

com o ADC-3 como podemos constatar na figura 45.



Aumento: 100x
Figura 45 - Laminas histol6gicas de adenocar cinoma (ADC-2)

Figura46 -L dminas histoldgicas de adenocar cinoma (ADC-3)
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Os espectros do ADC-3 sdo de amostras de lesdes neoplasicas, de padréo tubular com
menor @ncentracdo de tecido fibroconjuntivo e predominio de tecido glandular neoplasico
gue pode ser observado na figura 46. Estes espectros representam melhor o cancer do cdélon,
e podemos denominé- los de espectros “ padréo ouro” por se tratar de amostra com abundante
tecido epitelia neoplasico, uma vez que os adenocarcinomas tem sua origem o epitélio

glandular.

A lamina histol6gica da amostra que foi excluida do grupo de estudo se caracteriza

por apresentar maior grau de indiferenciagdo como observamos na figura 47.

Aumento: 20X
Figura47 - Lamina histoldlogica de adenocarcimona (AD-4)

8.3 Cluster dos espectros deadenocarcinoma x do tecido nor mal

Os espectros de adenocarcinoma ADC-3 considerados como melhor grupo para o
estudo comparativo pelo conteido maior de tecido glandular neoplésico e os espectros de
tecidos normais GN-2 “padréo ouro espectral” pela presenca abundante de tecido epitelial
glandular foram submetidos a Clusterizagdo. Rodemos observar na figura 48 a separacdo

destes dois grupos de espectros.
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Figura 48 - Dendograma representativo do calculo do coeficiente de correlacdo entre

0s espectros de adenocarcinoma ADC-3 (em verde) e espectros de tecido
normal - GN2 (em vermelho)

8.4 Disper sdo entre espectros

Com a finalidade de automatizar o processo de avaliagdo dos espectros, e seguindo
um protocolo sistemético de coleta, foram obtidos resultados da ACP edispersdo entre PC3
versus PC2, para evidenciar o potencia discriminativo. Os grupos escolhidos para realizacéo
da andlise foram propositalmente selecionados devido a importancia da diferenciacéo clinica
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entre os mesmos e agrupados em diagramas de dispersdo, conforme especificado no item 7.6

desta dissertacéo.

Na figura49 observamos que houve dispersdo nos dois grupos com separacao visual
dos espectros de adenocarcinoma e de tecidos normais. A sensibilidade e especificidade da
Espectroscopia FT-Raman para diferenciar estes dois tecidos foi de 100%. Este dado era
esperado porque 0s aspectos histopatoldgicos destes dois tipos de tecidos possuem

caracteristicas especificas, que serdo discutidos adiante.
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Figura 49 - Dispersdo PC3 versus PC2 dos espectros de adenocarcinoma e
tecido normal do cdlon.
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9. Discussao

Este estudo demonstrou que € possivel a obtencdo de espectros FT-Raman de étima
qualidade de rmucosa normal e de adenocarcinoma de célon humano utilizando energia de
excitagdo de 1064 nm. As bandas que dominam o espectro Raman basicamente
correspondem as vibragdes dos aminoécidos, lipideos, carboidratos, acidos nucléicos e

proteinas cujas bandas e suas identificacOes estéo listadas na Tabela 3.

Os resultados mostraram que mesmo dentro de um padréo de tecido coldnico normal
ou patoldgico 0s espectros se agruparam em trés conjuntos de semel hangas espectrais, com
similaridade acima de 90 % para mucosa normal e acima de 82.5% para os tecidos
neopl&sicos. Neste estudo constatamos uma variancia evidente quando se estuda estes tecidos
por FT-Raman indicando que o conteido dos constituintes moleculares teciduais apresentam
variagfes de individuo para individuo, indicando variagdes bioldgicas intrinsecas para um
mesmo tipo de tecido. Estes dados diferem de outros trabalhos como o de Mahadevan Jansen
et al., em 1998 e Stone et a, em 2003, que estudaram canceres e pré-canceres do cérebro,
pulma&o, bexiga e colon e relataram um padréo Unico de tecido tanto para amostras de tecido

normal como nos neopl asi cos.

As amostras de tecidos normais quando analisadas pelas 1aminas histopatologicas e
visualizadas nas Figuras 39 (A, B e C), observam-se nitidas diferencas estruturais dos
tecidos, por serem retiradas de diferentes regides da parede do 6rgéo. Nas amostras de
adenocarcinoma € possivel observar, histologicamente, diferencas morfoldgicas entre os
agrupamentos espectrais. O grupo ADC-1 sdo congtituidos de tecido neoplésico
moderadamente diferenciado, com desaparecimento do padrdo tubular e com tecido
fibroconjuntivo. O grupo ADC-2 sd0 de amostras de tecidos neoplasicos, de padréo
tubuliforme, com menor concentracdo de tecido epitelial neoplasico, e o ADC-3 é formado
predominantemente por tecido epitelial glandular neoplasico. Estas diferencas estruturais séo
detectadas pelos com 0s agrupamentos espectrais observados pela Espectroscopia FT-

Raman.



76

9.1 Espectros do tecido normal

A fim de verificar se estes grupos espectrais apresentavam algum significado
biolégico foram histologicamente comparadas. As laminas histologicas de cada amostra
foram analisadas em busca de caracteristicas similares. Observamos que as amostras do
GN-1 (Figura39-A) provém das camadas intermediarias que constituem a camada muscular
da parede do cdlon, enquanto as amostras do GN-3 (Figura 39-C) sdo provindas
predominantemente da camada mais externa com contelido maior de tecido gorduroso e
pouco tecido conjuntivo , e 0 GN-2 (Figura39-B) sdo oriundas predominantemente da parte
mais interna (mucosa) do 6rgdo e sob o0 aspecto histoldgico representa melhor o tecido
colénico normal porgque sdo amostras com tecido epitelia. Considerando que a bidpsia
optica estuda o tecido apartir de sua superficie, somente o grupo de espectros do GN-2

podem ser considerados como “padréo espectral” para o tecido normal do colon (Figura 4).

A partir destes resultados fica claro que a clusterizagdo apresentado na figura 34
mostra que 0 processo de coleta das amostras de fragmentos de cdlon variou com a
profundidade da coleta. Considerando que a bidpsia Optica estuda o tecido apartir da
superficie epitelial, somente os espectros do grupo 2 sdo aceitaveis com o “grupo espectral

padréo” de tecido normal do colon

A grande semelhanca espectra entre os GN-1(Figura 38 a) e GN-2 (Figura38 b)
mostrados também nas andlises histopatol égicas, € bem clara . No entanto o GN-1 apresenta
grande variabilidade porque na regido de 200 a 600 cmt e 1500 a 1800 cmi! mostra desvio
padrdo maior que 50%. A primeiraregido corresponde as bandas das cisteinas, componentes
do colageno tipo I11. Este tipo de colageno ocorre no sistema cardiovascular e sua presenca
também é relatada em fragmentos profundos da parede do colon. A Ultima regido espectral
corresponde as vibragbes das proteinas que fazem parte da composicdo dos tecidos
musculares, conforme discutimos acima. As bandas dos aminoécidos, proteinas, colagenos e
lipideos apresentam similiaridades espectrais entre estes grupos O GN-3 apresenta
decréscimo espectral globa (Figura 38c) indicando menor conteldo de moléculas teciduais
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que compdes as camadas mais internas do 0rgdo. A variagdo espectral dos GN-2 e GN-3

como Vvisto pelo desvio padréo foram menores que 10% nos picos mais intensos.

Podemos observar nafigura 37 que a dispersdo espectral do GN-3 entre as diversas
amostras estudadas foi pequena, ou praticamente inexistente, mostrando assim a possivel

homogeneidade das amostras deste grupo.

9.2 Espectros do adenocar cinoma

Os tumores malignos do coélon podem variar desde bem diferenciados até
indiferenciados. A diferenciacéo se refere & extensdo com que células neopléasicas lembram
células normais comparadas tanto morfolégica com funcionamente, a falta de diferenciacéo
denominamos de anaplasia. As amostras de adenocarcinoma deste estudo sdo de tumores
moderadamente diferenciados com formagdes glanduliformes que lembram o tecido normal o
gue explica a ata smilaridade espectral entre estes trés tipos de tecidos. As diferencas
espectrais observadas demonstram variancias espectrais dentro de um mesmo tipo de tecido,
variancias estas, evidentes através da andlise histopatol 6gica das amostras. OADC-3 é o que
representa melhor a neoplasia maligna do colo por caracterizar-se pela presenca abundante de

tecido glandular neoplésico

As médias dos trés grupos espectrais de adenocarcinoma revelaram que ha uma
regid com grande diferenca e observada no intervalo 850 a 930 cm™ e mais precisamente
em 880 m'* com intenso pico do ADC-1. Este pico corresponde a modo vibracional do
tryptofano®. Na literatura pesguisada ndo relaciona composto molecular com o tecido
coldnico e tampouco com o crescimento neoplasico. A atividade peristaltica do colon,
responsavel pela conducdo do conteldo intestind no sentido aboral esta intimamente
relacionada com um neurotransmissor, a serotonina. Portanto, um aumento do teor deste

composto molecular poderia justificar a ocorréncia deste intenso pico no ADC-1.
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O aumento dos modos vibracionais no intervalo 850 a 930 cmi* correspondem aos
modos vibracionais ?(C-C) do anel prolina e d do anel tirosina e a0 estiramento (C-C) em

874 cm™. Estes dados 8o concordantes com os obtidos por Stone et al., 2004, que constatou
espectros com intensidade maior no tecido neoplésico na regido de 935 cmit correspondente
aAC-C) daprolinaevalina. O colégeno tipo | ndo-fibrilar é o principal componente da
membrana basal das mucosas, ricas em prolina, hidroxiprolina e lisna. Qutros tipos de
coldgeno também podem formar redes e atuar como ancoras na juncao epiderme-derme e
parede dos vasos sanglineos. Ohtani et al., 1983, demonstraram, através de estudo
morfométrico por microscopia eletrénica, que no estroma do adenocarcinoma de colon
ocorre também a ativacdo de fibroblastos em repouso sugerindo que estes fibroblastos
ativados aumentem a produc&o de colégeno e outras proteinas do tecido conjuntivo. Visser et
al., 1993, estudando padrédo e composicdo de membrana basal de mucosas normais e de
adenocarcinomas de célon por imunohistoquimica constataram a presenca de colégenos tipo
VI e VIl e em mucosas normais apenas 0 colageno do tipo VI, sugerindo incremento na
producdo de coldgeno em tecidos neoplasicos O ADC-3 apresentou menor sinal Raman
neste intervalo indicando que a proliferacéo predominante de tecido neoplasico glandular ndo
€ acompanhada do aumento destas proteinas, uma vez que neste tipo de diferenciacéo
tumoral hainvasio do tecido conjuntivo adjacente pelo tecido glandular e corsequentemente
menor contedo de colageno. (BARRY et d., 1992; FRUSHOUR et a. 1975
MAHADEVAN-JANSEN;RICHARD-KORTUM,1996

'O triptofano é um aminoacido aromaético, essencial, que precisa ser obtido através da
alimentacgdo. Possui um anel inddlico ligado a um grupamento metileno. A cadeia lateral indol incomum
do triptofano é também o ndcleo do importante neurotransmissor serotonina, que é biossintetizado
a partir do triptofano. A porcéo aromatica do triptofano serve como um marcador ultravioleta para a
deteccdo deste aminoacido tanto de forma separada, ou incorporado em proteinas e enzimas, através de
espectrofotometria ultravioleta. O triptofano representa cercade 1% dos aminoacidos das proteinas de
Nosso organismo: € o maisraro dos aminoacidos na seqiiéncia priméria de nossas proteinas. (GERBRAS
- Quimica Far macéutica).
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No intervalo de 1025 a 1135 cm* ha diferencas de intensidade nos trés grupos, sendo
maior no ADC-3 seguida pelo ADC-1 e, com menor intensidade, o ADC-2. Neste intervalo
ocorrem as vibragdes de &cidos nucléicos ?2(PO,) em 1091, 1095 e 1098 cnil. Observa-se
também intensidade espectra maior deste tecido em outra regido do deslocamento mais
precisamente em 1335 cmi* onde ocorrem as vibrages das bases purinicas do DNA. Nas
amostras de ADC-3 a concentragdo de nlcleos € maior comparado aos outros grupos com
diferentes graus de diferenciagdo. O aumento do nuimero de nucleos decorrente da
multiplicacdo das células neoplasicas e também células com mais de um nucleo, provocando
aumento na relacdo nucleo-citoplasmatica, como j& reportados por Keller et a., 1994 e por
Chen et al., 2006, indicando que o aumento do DNA em tecidos neoplasicos em com
consequiente aumento de &cidos nucleicos, oferece uma das possibilidades de distingdo entre

tecido normal e neoplésico pela Espectroscopia Raman.

Aproximadamente 10% dos adenocarcinomas de colon s30 secretores de mucing,
denominados de adenocarcinomas mucinosos ou coloides e sdo0 de pior prognéstico. O
ADC-1 apresenta pico de intensidade maior em 1047 cm* que pode estar relacionado com
este composto molecular. Estudos com neoplasia de clon com FT-IR como o de (LASCH &

al., 2002) indicam bandas de absorgio deste composto na regio de 1035 e 1072 e,

O intervalo do deslocamento de 1250 a 1300 cm?, que corresponde & banda espectral
Amida 11, envolve dois tipos de vibracdo: (a) a vibragdo de dobramento da ligacdo dos
atomos de nitrogénio com hidrogénio, d(N-H) ) e (b) vibrac&o de estiramento correspondente
a ligacdo dos &tomos de carbono e ritrogénio, ou sgja, C-N). O espectro do ADC-1 se
manifesta com pico de intensidade maior em 1273 cm* indicando maior concentragéo de

proteinas na conformacdo a-hélice. Mahadevan-Jansen; Richards-Kortum., 1996, estudaram

2 A mucina é uma glicopr oteinacomposta apr oximadamente com 50% de carboidrato e ligado
ao aminoacido serina e tironina. S&o normalmente secr etadas pelas glandulas do célon e cuja fungéo é a
de lubrificar a mucosa colénica e de promover a protecdo contra substancias quimicas e
patdgenos.(Wanebo,1993)
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a participacdo das proteinas na biologia do cancer e detectaram em tecidos neoplasicos
muitas oncoproteinas que mimetizam a funcdo de proteinas normais. Relataram que tumores
secretam enzinas proteoliticas como a serina, a cisteina e as metaloproteinases. Outras
proteinas encontrados em tumores, em niveis elevados incluem a fibronectina, lamininas, e
as proteoglicanas. A afafetoproteina € uma glicoproteina que pode também ser encontrado
nos adenocarcinomas de célon. O tecido neoplésico fibroconjuntivo esta associado a
proliferacdo desordenada do estroma do célon e formado principamente por fibroproteinas
representadas pelo colégeno e fibronectinas. Por estas razdes e, pela concentragdo maior de
tecido desmoplasico nas amostras de ADC-1, justifica o comportamento espectral deste

grupo em 1273cm*.

Os diferentes graus de diferenciacdo das amostras de adenocarcinoma observados
pela histopatologia explicam as variancias espectrais observadas entre os trés agrupamentos
espectrais e 0 quarto grupo de trés espectros AD4. A avaliagdo das |aminas histol égicas deste
grupo revelaram tratar-se de amostras de adenocarcinoma com grau maior de
indiferenciacdo, sem formacdo de glandular e com infiltracdo de células nas camadas do

cdlon com tendéncia a formagéo de tecido anaplasico (Figura 45).

9.3 Espectros do adenocar cinoma x espectr os de tecidos normais

Atuamente sdo utilizados varios métodos diagndsticos para o rastreamento do
adenocarcinoma de cdlon. O exame mais empregado no momento € a pesquisa de sangue
oculto nas fezes por ser de baixo custo e possibilita a implementacdo de triagens de grande
nimero de pessoa até mesmo de populacdes inteiras com risco elevado no desenvolvimento
desta patologia. Entretanto as atas taxas de falso negativo, tornam este, um método
diagnédstico ndo seguro, porque nem todos 0s adenocarcinoma apresentam sangramento e, se
sangram, € necessario que o sangramento sgja superior a 20 ml/dia para a positivacéo do
exame. As taxas falso positivo podem ocorrer quando ocorrem sangramentos digestivos por
outras causas como gastrites, Ulceras, por ingesta de carnes e até mesmo pelo uso oral de
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&cido ascorbico (KEIGHLEY ;WILLIANS, 1998). A técnica de enema baritado constitui o
exame radiolégico mais importante na deteccdo do cancer coloretal , porém apresenta
desvantagens por ndo detectar a doenca nos estagios iniciais, ndo dagnosticar a lesdo
neoplésica quando do mau preparo do intestino com lavagens, nos espasmos intestinais e por
nao fornecer o diagndstico histolégico da lesdo (CASTRO;COELHO, 2004). A
sigmoidoscopia apresenta a desvantagem de ndo poder avaliar o cdlon na sua totalidade em
busca de tumores sincrénicos. A colonoscopia virtua € uma técnica que apresenta a
vantagem da ndo necessidade de “entubacdo” do colon, mas necessita da disponibilizacdo de
tomografia helicoidal de ata resolucdo e a impossibilidade de bidpsia, limitam ainda uso
rotineiro da técnica. O exame colonoscopico é 0 exame “padrdo ouro” porque permite o
diagnéstico por visualizacdo direta do tumor, permite a bidpsia para estudo histolégico,
propicia resseccao de lesdes, sendo nestes casos, terapéutico (CORDEIRO et al., 2000 ). A
principal complicagdo consiste na perfuracdo da alca do intestino, ainda que infreqiiente,

apresenta incidéncia de 1:400 em exames para fins diagnésticos (COELHO, 2005).

Com a possibilidade de utilizacdo de métodos espectrais vibracionais moleculares
para analise de componentes bioldgicos, a Bpectroscopia FT-Raman vem sendo estudada
como método diagnostico em vérias éreas da Medicina. A grande vantagem da técnica € a
possibilidade de ser realisado in vivo e fornecer o diagndstico em tempo real, evitando o
procedimento de remocdo da lesdo suspeita, evitando o risco de perfuracéo do 6rgéo e
também evita demora na avaliacdo diagnéstica. A técnica apresenta ainda a vantagem
adiciona de facilitar o seguimento “ Follow up” de pacientes submetido a cirurgia de
resseccao de tumor no 6rgéo e também de pacientes que tiveram lesdes polipoides suspeitas
e/ou confimadas como adenocarcinomas ressecados por colonoscopia e, por fim, a técnica
possibilita uma “varredura’ na mucosa colénica em busca das lesdes neoplésicas que tem
origem pela via da Instabilidade Microssatélite conhecidos como “céncer de novo’, isto €,
canceres que se originam diretamente da mucosa coloretal, sem lesdo poliposa prévia. Este
tipo de adenocarcinoma € de dificil avaliagdo diagndstica nas fases precoces porque pode

passar despercebido a avaliagéo visual do colonoscopista.
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Na figura 46 pode ser observado o dendograma representando o calculo do
coeficiente de correlacdo dos espectros das amostras diagnosticadas como tecido normal
(em vermeho) e amostras de adenocarcinoma (em verde). Os dois maiores clusters
encontrados através do indice de correlagdo acabaram separando os dois grupos espectrais. O
grupo de espectros utilizado neste cdlculo foi 0 GN-2 porque foi o grupo de tecido coldnico
normal que apresentou maior porcentagem de tecido epitelial glandular. O grupo de espectros
de adenocarcarcimona que foram selecionados para serem 0s representantes 0 grupo para o
diagnéstico diferencia foi o ADC-3 porgue consideramos que era 0 grupo com “padrdo
espectral” para esta comparagcdo em funcdo da concentracdo maior de tecido neoplésico

glanduliforme neste grupo.

Devido a0 fato das amostras medidas, serem provenientes de diferentes pacientes, e
com diferentes caracteristicas bioldgicas como género, idade, etnia, peso, verificamos
diversidade espectral tanto nos tecidos normais com nos tecidos heoplésicos.
Histol ogicamente, essa variabilidade pode ser explicada em termos da percentagem de tecido
epitelial, muscular, adiposo e conjuntivo presentes nas amostras de tecido normal. As
amostras de adenocarcinoma apresentavam variagdes nos contelidos de tecidos epitelia
glanduliforme bem diferenciados, nos nivels de diferenciagcd como a reagdo desmoplasica
com proliferacdo de tecido fibroconjuntivo e até mesmo uma leve indiferenciacdo como

pudemos observar no ADC-1.

Na dispersdo entre 0s espectros do tecido de colon normal e adenocarcinoma de colon
(Figura 47), foi possivel observar uma sensibilidade e especificidade de 100% na
diferenciacdo destes tecidos. Os agrupamentos espectrais observados a clusterizacdo dos
tecidos normais refletiram as diferencas na composicéo bioldgica das amostras que foram
analisadas histopatologicamente, e observado que as amostradas foram retiradas de
profundidades diferentes. As amostras do GN-2 foram consideradas “padréo espectral” por
apresentar maior contelido de tecido epitelial. Os espectros de adenocarcinoma também
refletiram as ateragdes moleculares e histologicas que ocorrem no alenocarcinoma porém
com uma similaridade espectral um pouco menor que os tecidos normais. Isto se deve ao
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fato de que o tecido neoplésico se caracteriza pelo crescimento desordenado de célulascom
atipias em vérios niveis, com diferentes graus de diferenciacdo. Muitas oncoproteinas, que
mimetizam atividades das proteinas citoplasméticas normais, s8o encontradas em células
cancerosas que ndo ocorrem tecidos normais como a fibronectina, proteoglicanas, lamininas

catepsinas, e outras proteinases.

A Espectroscopia FT-Raman detectou alteracbes em nivel molecular entre os 6 tipos
diferentes de tecidos. Apesar da ata similaridade observada com relacdo ao tecidos col 6nicos
normais (acima de 90% de similaridade) e nos neoplasicos (acima de 82.5% de similaridade).
Foi possivel através do agrupamento dos espectros em diagramas de dispersdo, que avalia o
potencial discriminativo, separar o adenocarcimona do tecido normal epossibilitou também
uma correta correlacdo “andomo-espectral” destes tecidos, ou sgja, as diferencgas sutis
observadas a histotologia foram detectadas pela técnica que pode contribuir para diferenciar a

gradac&o das alteragdes observados nestes tecidos

Os resultados deste estudo permitiram um melhor conhecimento da composicao
biomolecular da mucosa norma e do adenocarcinoma do colon e reto, comparando as
possiveis dlteragbes nas  composicdes e concentracoes moleculares teciduais.
Esperamos e acreditamos que num futuro bem préximo a Espectroscopia FT-Raman sga

utilizado como importante instrumento de diagndstico do cancer coloretal.
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CONCLUSAO
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10. Conclustes
Ao finalizar este trabalho concluimos que:

1- A Espectroscopia Raman por Transformada de Fourier mostrou ser uma técnica
sensivel e eficiente na reprodugdo de espectros de tecido colbnico  normal

e de adenocarcinomas.

2 - Os resultados apresentados neste estudo indicam que podemos estabelecer trés bem
definidos grupos espectroscopicos de tecidos norma do colon e trés

distintos grupos espectroscopicos de adenocarcinoma de colon.

3 - A fregiiéncia das bandas espectrais de cada tipo e tecido foram correlacionadas com

0 composto molecular e estruturas bioquimicas responsaveis pela vibragéo.

4 -A Espectroscopia FT- Raman mostrou ser técnica capaz de fazer o diagnostico
diferencia entre o tecido normal e o adenocarcinoma de coélon.
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ESTUDOS FUTUROS
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11. Estudos Futuros

Ao concluirmos este trabalho com tecidos normais e neoplasicos, podemos sugerir

para estudos futuros:

1- Redlizago de estudo com maior nimero de amostras de adenocarcinoma de colon e
tecido normal objetivando o diagndstico diferencial entre o adenocarcinoma e tecido

normal do colon.

2- Redlizar estudos comparativos com amostras de lesdes benignas adenomatosas

e adenocarcinomatosas, porque mais de 90% das lesbes maignas do cdlon se

originam de lesbes adenomatosas.

3- Redlizar estudos comparativos entre adenomas tubulares, vilosos e tlibulo-vilosos porque
s80 considerados lesdes colOnicas benignas com potencial detransformacdo maligna ao

longo do tempo.

4- Elaborar um sistema de Espectroscopia Raman acoplado a fibradtica parao estudo
diagndstico das lesdes da mucosa do colonpossa redlizar-sein vivo, durante o exame

colonoscopi co.
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UNIVERSIDATIE [N VALF T FARARA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADC

Centificamos que o Protocolo i L166/2004/CEP, sobre “Esiudn do
ademacrrcinama de cdio por espectroscopie R ™, 2o 8 responsabilidade
do Prof. T Airton Abrahiio Martin, esth de acordo com os Principios Fiicos,
sepuindo as diretrizes ¢ nommas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos, conforme Resolugdo n® 19696 do Conselho Nacional de Saide e fol
aprovade por esta Comissio de Fiica em Pesquisa.

Informamos que o pesguizsador responsvel por este Protecalo de
Pesquisa deverd apresentar a este Comité de Frica um relatdrio das atividades
desenvolvidas no pericdo de 12 meses a contar da data de sun aprivsgio.

Sdo José dos Compos, 16 de maio de 2006

il

—— e B,
PROF. DR, LANDULFO SILVEIRA JUNIOR
Presidente do Comité de Etica cm Pesquisa da’ Linivap
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ANEXO B




FACULDADE DE MEDICINA DE SAOQ JOSE DO RIO PRETO

Futwrouln Extcusl - Lal n® S804 dar 270054
[Pk Sa pibs Dot Fadanad = 74,178 0a 1 80ET4)

Farecer 0. 0192008
COMITE DE ETICA EM PESQUTSA

O Protocale n® OFSS2005 sob o resporscbilidode de Kiyoshi
Yossopoma com o fitule “Adenocarcinoma de olen: Espectroscopia Roman X
Histepatalogla®, estd de acorde com a Besaluciie €S 196/06 & foi aprovads
por esse CEP

Lembrames ag serhor(a} pesguisador(a) que nao cumprimento da
Resolucdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquiso (CEP) deverd receber
relatdrios semestrais sobre o andamernto do Estudo, bem como o qualquer
fempo & a critério do pesguisador nos cosos de relevincia, além de envio dos
relofos de evenfos adversos, para corhecimento deste Comité. Salientomos
ainda, o recessidade de relotdrio completo oo finel do Estudo,

Sda José do Ria Prete, OF de marge de 2005,

Praf.a. nr.f.,f ia Makluf Cuary
Coordenodora do CEP-F4MERP

A, Brsgacisirs: Faris Lims SIS - PSEO-000  Sida Jjosi de s Proe 5P - Eracll
Tl (172000 - Fae (17] 227-E20M17 - e lrrsden 5

pliracy
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Formulério de consentimento pos-informado do paciente

Estudo do adenocarcinoma de colon por Espectroscopia FT-Raman

Para obter maiores conhecimentos clinicos e cientificos das doencas, pesquisadores
desenvolvem estudos clinicos e cientificos. E por meio destes, que h& um conhecimento
melhor dos mecanismos da doenca, podendo oferecer novas possibilidades de diagnéstico e
tratamento.

Estas informacfes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste
estudo, que visa a utilizagdo da Espectroscopia Raman para diferenciacéo entre um tecido
norma e um tecido comprometido pela neoplasia (tumor) retirados por ressecgoes de
tumoracOes por colonoscopia e por cirurgia dos pacientes que estédo sendo tratados nesta
I nstituicéo.

V océ esta sendo admitido(a) nestaingtituicdo parao estabelecimento de diagnostico
e /ou tratamento de alguma forma de doenca do intestino grosso, o fator progndstico e como
parte do seu tratamento, ha necessidade de remocdo de parte de material biolégico
relacionado a enfermidade.

E rotineiro usar parte do material bioldgico retirado para exame histopatol dgico,
necessario para um diagnéstico definitivo. O restante do material bioldgico, ndo é utilizado,
sendo entdo, congelado e armazenado para Novos exames, Se NEcessario, para pesquisa, por
exemplo, este projeto que estd sendo apresentado a vocé. Caso contrario seréo descartados
conforme a Legislagdo Sanitaria Regulantar sobre o assunto.

A obtencdo e o estudo do referido fragmento e material biologico ndo implicardo em
riscos adicional's no seu tratamento ou na cirurgia, nem tampouco, em aumento de tempo e da
extensdo na incisdo cirdrgica

O projeto de pesquisa que utilizaré este material foi previamente apreciacdo ao Comité
de Etica em Pesquisa da UniVap e FUNFARME. Trata-se de uma nova técnica chamada de
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Bidpsia Otica ou também Espectroscopia Raman a qual através da emissio de uma luz laser
sobre aamostra, permite obter detalhes das ligagcdes bioquimicas presentes no tecido.

O fragmento de tecido sera identificado no laboratério através de codigo formado por
numeros e letras, mantendo portanto, sua privacidade e identidade serdo sempre preservadas.
A eventual inclusdo dos resultados em publicagdo cientifica sera feita de modo a manter o
anonimato dos pacientes.

Concordando com o uso do materia para fins acima descritos, € necessario esclarecé
lo(a) que ndo existem quaisgquer beneficios ou direitos financeiros a receber sobre eventuais
resultados decorrentes da pesquisa, mas também ndo ha qualquer tipo de despesa adicional
para fazer parte deste estudo, caso exista, esta serd absorvida pelo orcamento da pesquisa.
Em caso de dano pessoal, diretame nte causado pel os procedimentos propostos neste estudo, o
participante tera direito a tratamento médico na Instituicdo, bem com a indenizagdo
legalmente estabelecida.

Se vocé ndo concordar em doar 0 materia para pesquisa, sua decisdo ndo influenciara
de nenhum modo no seu tratamento.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o mestrando
Kiyoshi Yassoyama, que pode ser amntactado, Av. Shishima Hifumi, 2911-Urbanova, S&o
José dos Campos SP, tel: (12) 39471165. Universidade do Vae do Paraiba (UniVap) -
Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica(LEVB).

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informactes que i ou que
lidas para mim, descrevendo o “Estudo do adenocarcinoma de colon por Espectroscopia FT-
Raman”.

Eu discuti com o Dr. sobre minha decisdo em

participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os
procedimentos a serem readizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar

guando necess&rio. Concordo voluntariamente em participar do mesmo, sem penalidade,
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prejuizo ou perda de quaisquer beneficios no meu atendimento ou que eu possa ter adquirido

neste servico.

Assinatura do paciente/ representante legal

Daa / /
Assinatura da testemunha
Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva e visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data / /





