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A minha mae, Liliana.

Suas Maos

Aquele doce que ela faz
quem mais saberia fazé-lo?

Tentam. Insistem, caprichando.
Mandam vir o leite mais nobre.
Ovos de qualidade s&do os mesmos,
manteiga, a mesma,

iguais agucar e canela.

E tudo igual. As méos (as méaes?)
séo diferentes.

Carlos Drummond de Andrade



Ao Braulio, meu marido.

Além da Terra, além do Céu

Além da Terra, além do Céu,

no trampolim do sem-fim das estrelas,

no rastro dos astros,

na magnolia das nebulosas.

Além, muito além do sistema solar,

até onde alcancam o pensamento e o coragéao,
vamos!

vamos conjugar

o verbo fundamental essencial,

o verbo transcendente, acima das gramaticas
e do medo e da moeda e da politica,

0 verbo sempreamar,

o verbo pluriamar,

razdo de ser e de viver.

Carlos Drummond de Andrade
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Lagrimas e Tormentos

“Lagrimas, tormentos
Quantas desilusoes

Foram tantos sofrimentos e decep¢bes

Mas um dia o Destino a tudo modificou
Minhas lagrimas secaram
Meus tormentos terminaram

Foi uma nuvem que passou

E hoje a minha vida é um carrossel de alegrias
E como se ndo bastasse, estou amando de verdade
Me perdoa se eu me excedo em minha euforia

Mas é que agora sei o que é FELICIDADE”.

Argemiro Patrocinio



ESPECTROSCOPIA RAMAN IN VIVO NO ESTUDO DO CARCINOMA
MAMARIO INDUZIDO EM MODELO ANIMAL: IMPLICAGOES PARA
BIOPSIA OPTICA

Resumo

A aplicacéo da espectroscopia Raman no estudo de carcinoma
com finalidade diagnostica € uma promessa a olhos vistos. A versatilidade da
técnica permite que sejam estudadas amostras de diversas origens e
preparagdes. Neste estudo, foi possivel abranger algumas técnicas de
aplicacao da espectroscopia Raman em tecido mamario humano e animal com
finalidade de diagndstico do carcinoma mamario. Foram utilizados os
espectrometros FT-Raman e Raman Dispersivo para adquirir espectros de
tecido mamario humano in natura, do material genético extraido destes tecidos
e do tecido mamario normal e com adenocarcinoma induzido em modelo
animal com auxilio de fibra-6ptica para coleta in vivo. Com auxilio rotinas
matematicas baseadas em algoritmos de analise estatistica multivariada, foi
possivel classificar esses espectros em fungdo de seu estado fisiolégico ou
patolégico e entender as alteragbes espectrais, associados ao processo
carcinogénico, que favoreceram essas interpretacdes. Dessa forma, foi
possivel: (a) caracterizar e associar as alteragdes bioquimicas aos espectros
FT-Raman de nove tipos histoldégicos associados ao tecido mamario humano;
(b) identificar e classificar o espectro Raman de tecido mamario da margem
ressectiva de CDI em relagdo aos espectros de Mama Normal e CDI; (c)
desenvolver a metodologia mais adequada de extragdo de DNA para avaliagao
por Espectroscopia Raman; (d) identificar a extensdo da lesao de
Adenocarcinoma Mamario por Espectroscopia Raman Dispersivo transcutanea
em modelo animal; (e) avaliar o prognéstico do Adenocarcinoma mamario por
FT-Raman ex vivo e exame MMP19 em modelo animal; (f) classificar por
espectroscopia FT-Raman transcutanea in vivo o Adenocarcinoma Mamario
em modelo animal.

Palavras-Chave: Espectroscopia Raman, Biopsia Optica, Cancer de Mama,
Analise Estatistica Multivariada, Modelo Animal.



IN VIVO RAMAN SPECTROSCOPY STUDY OF MAMMARY CARCINOMA
INDUCED IN ANIMAL MODEL: IMPLICATIONS FOR OPTICAL BIOPSY

Abstract

The application of Raman spectroscopy in cancer diagnosis is
almost a reality. The versatility of this technique has been allowing probe
samples of diverse origins and preparations. In this study, it was possible to
enclose several Raman spectroscopy techniques in human and rats breast
tissue with the purpose of diagnosis of the mammary carcinoma. Dispersive
and FT-Raman spectrometers had been used to acquire spectra from normal
and malginant mammary human in natura, spectra from the DNA of these
tissues, and also runned in vivo experiments. It was also The mathematical
routines based on multivaried statistical analyzes established for this study
made possible the classification of these spectra according to its physiological
and/or pathological state. For this reason, it was possible: (a) to characterize
and to associate the biochemical alterations of nine histolopathological types of
human mammary tissue FT-Raman spectra; (b) to identify and to classify
mammary cancer lesions margins Raman spectra; (c) to develop the most
accurate methodology of DNA extration for Raman Spectroscopy analysis; (d)
to identify the extension of a mammary Adenocarcinoma transcutaneously
using Dispersive Raman spectroscopy in vivo in animal model; (e) to evaluate
the aggressive potential of mammary Adenocarcinoma using FT-Raman
spectroscopy and MMP19 exam in animal model; (f) to classify using FT-
Raman spectrocopy in vivo transcutaneously the mammary adenocarcinoma in
animal model.

Keywords: Raman Spectroscopy, Optical Biopsy, Breast Cancer, Multivariate
Statistical Analysis, Animal Model.
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1 INTRODUGAO

Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no
mundo, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13 % de
todas as mortes. Os principais tipos de cancer com maior mortalidade foram:
pulmdo (1,3 milhdo); estdbmago (cerca de 1 milhdo); figado (662 mil); colon
(655 mil); e, mama (502 mil). Do total de 6bitos por cancer ocorridos em 2005,
mais de 70 % ocorreram em paises de média ou baixa renda (WHO, 2006).
Estima-se que em 2020 o numero de casos novos anuais seja da ordem de 15
milhées. Cerca de 60 % destes novos casos ocorrerdo em paises em
desenvolvimento. E também conhecido que pelo menos um tergo dos casos
novos de cancer que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser prevenidos.
Parkin e colaboradores (2001) estimaram que o numero de casos novos de
cancer em todo o mundo seria maior que 10 milhdes. Os tumores de pulmao
(902 mil casos novos) e prostata (543 mil) seriam os mais frequentes no sexo
masculino, enquanto que no sexo feminino as maiores ocorréncias seriam o0s

tumores de mama (1 milhdo de casos novos) e de colo do utero (471 mil).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e validas
também para o ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de
cancer. Os tipos mais incidentes, a excegao do cancer de pele do tipo nao
melanoma, serdo os canceres de prostata e de pulm&o no sexo masculino e os
canceres de mama e de colo do utero no sexo feminino, acompanhando o
mesmo perfil da magnitude observada no mundo. O cancer de mama € o
segundo tipo de cancer mais freqliiente no mundo e o mais comum entre as
mulheres. A cada ano, cerca de 22 % dos casos novos de cancer em mulheres

sdo de mama.

O numero de casos novos de cancer de mama esperados
para o Brasil em 2008 é de 49.400, com um risco estimado de 51 casos a cada
100 mil mulheres. Na regido Sudeste, o cancer de mama é o mais incidente
entre as mulheres com um risco estimado de 68 casos novos por 100 mil. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, este tipo de cancer também é o

mais frequente nas mulheres das regides Sul (67/ 100.000), Centro-Oeste (38/
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100.000) e Nordeste (28/ 100.000). Na regido Norte é o segundo cancer mais
incidente (16/ 100.000).

Os fatores de risco relacionados a vida reprodutiva da
mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestagdao a termo
acima dos 30 anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de
reposi¢cao hormonal) estdo bem estabelecidos em relagdo ao desenvolvimento
do cancer de mama. Além desses, a idade continua sendo um dos mais
importantes fatores de risco. As taxas de incidéncia aumentam rapidamente
até os 50 anos, e posteriormente seguem de forma mais lenta. Essa mudanca
no comportamento da taxa € conhecida na literatura como "Clemmesen’s
hook", e tem sido atribuida a menopausa. Alguns estudos apontam para dois
tipos de cancer de mama relacionados com a idade: o primeiro tipo ocorre na
pré-menopausa e € caracterizado por ser mais agressivo e estrogénio receptor
(ER) negativo; o segundo ocorre na pos-menopausa e esta associado com
caracteristicas indolentes e principalmente por ser ER positivo. As variagcbes
morfolégicas também estdo relacionadas ao ER, como por exemplo, o0s
carcinomas medulares estao relacionados ao ER - negativos e os carcinomas
tubulares e lobulares em ER - positivos. Com relagcdo aos carcinomas
medulares, pode-se dizer ainda que eles estdo associados as mutacdes no
gene BRCA1 e sao mais frequentes em populagdes de baixo risco, como as
japonesas. Por outro lado, os carcinomas tubulares e lobulares tém associagao
com as mutag¢des do gene BRCAZ2 e sdo mais comuns em populagdes de alto

risco, como os Estados Unidos.

A prevencdo primaria dessa neoplasia ainda nao €
totalmente possivel devido a variagao dos fatores de risco e as caracteristicas
genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia. Novas estratégias de
rastreamento factiveis para paises com dificuldades orgamentarias tém sido
estudadas, uma vez que até o momento é recomendado a mamografia anual
para mulheres com idade entre 50 e 69 anos como método efetivo para

deteccéao precoce.

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda como principais

estratégias de rastreamento populacional um exame mamografico, pelo menos
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a cada dois anos, para mulheres de 50 a 69 anos e o exame clinico anual das
mamas, para mulheres de 40 a 49 anos. O exame clinico da mama deve ser
realizado em todas as mulheres que procuram o servico de saude,
independente da faixa etaria, como parte do atendimento a saude da mulher.
Para mulheres de grupos populacionais considerados de risco elevado para
cancer de mama (com histéria familiar de cancer de mama em parentes de
primeiro grau) recomenda-se o exame clinico da mama e a mamografia,
anualmente, a partir de 35 anos. Apesar de ser considerado um cancer de
prognostico relativamente bom, se diagnosticado e tratado oportunamente, as
taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas no Brasil, muito
provavelmente porque a doenga ainda € diagnosticada em estagios

avancados.

Inumeras frentes de pesquisa, em diversos centros de
referéncia no tratamento de cancer e em universidades, se baseiam no
diagnostico precoce e no tratamento individualizado como sendo os maiores
aliados na luta contra o cancer. Sao inumeras pesquisas relacionadas a
melhoria de equipamentos e técnicas existentes, ensaios laboratoriais em
amostras de pacientes e em modelos animais e que pesquisam sobre a
patofisiologia do céncer, visando a individualizagdo do caso para precisar

diagnostico, prognostico e tratamento.

Os sistemas de modelos experimentais sdo particularmente
uteis para o estudo da carcinogénese mamaria. Entre estes sistemas, os
modelos de inducdo quimica em ratos sdo os mais utilizados por diferentes
razbes. Primeiramente, as glandulas mamarias dos ratos mostram uma alta
suscetibilidade em desenvolver neoplasias, e estes neoplasmas mimetizam as
doencas mamarias humanas. As maiorias dos tumores desenvolvidos em
modelos experimentais sdo malignos, especificamente adenocarcinomas. O
inicio do processo de carcinogénese ocorre primariamente, assim como ocorre
em mama humana, a partir do ducto terminal da unidade lobular (RUSSO,
1990). Além do mais, ambas as lesdes mostram similaridades. Estudos
comparativos revelaram a existéncia de receptores de estrogeno e

progesterona com propriedades idénticas nos dois sistemas: humano e animal
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(ESCRICH et al., 1987), o que pode explicar a dependéncia positiva a
hormonios e a presenga de mutagbes no gene ras em carcinomas nos dois
sistemas (SOLANAS et al.,, 1996). Em segundo lugar, o comportamento
biolégico dos tumores mamarios experimentais tem sido bem caracterizado e
ficou bem estabelecido a idade do hospedeiro na fase de exposi¢cao ao
carcindgeno, a histéria reprodutiva, o ambiente endocrinolégico, dieta, entre
outros diversos fatores que influenciam a iniciacdo e desenvolvimento dos
tumores (RUSSO et al.,, 1996). Finalmente, as condicbes e demandas
experimentais foram bem estabelecidas e aceitas (ESCRICH et al., 1987). Por
essas razoes, pela inegavel distancia entre as espécies humanas e animais, o
cancer de mama em modelos experimentais induzidos em ratos sao os mais
utilizados para estudar o cancer de mama (COSTA et al., 2002). A analise
histopatolégica dos tumores mamarios humanos € essencial na definicdo entre
a natureza benigna e maligna destes tumores e estabelecer a agressividade
dos tumores malignos. Além do mais, algumas caracteristicas microscopicas
indicam, essencialmente nas formas classicas (ou outras designagdes
especificas) dos carcinomas ductais infiltrantes, o comportamento clinico e
inclusive a opcao terapéutica. Desde a introdugao destes modelos animais em
estudos de carcinogénese mamaria, diversos artigos de revisdo foram
publicados para estabelecer a caracteristica microscopica destas lesdes
promovendo estudos comparativos baseados nas doengas humanas (YOUNG
et al.,, 1973; ALTMAN et al., 1979; VAN ZWIETEN et al., 1984; RUSSO et al;
1989). Todos esses trabalhos concordam que o cancer de mama que se
desenvolve com a maior frequéncia sob os modelos de indugcdo em ratos exibe
0 padrao de areas cribiformes e/ou papilares. Ainda mais, eles mostram
predominantemente um padrédo de crescimento ndo-invasivo ou microinvasivo
e um baixo indice no desenvolvimento de metastases. Estas caracteristicas
morfologicas e biologicas diferem aquelas descritas para os carcinomas
invasivos humanos, os quais tipicamente apresentam um padrao ductal, com
crescimento infiltrativo e comportamento habil para metastizagdo. Em
continuidade, todas essas caracteristicas contribuem para a dificuldade de se
estabelecer uma distingdo clara entre tumores benignos e malignos nos
tumores mamarios nos ratos. Por essa razdo, Young e Hallowes (1973) para

somar o conhecimento na classificagdo dos tumores mamarios em ratos
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definiram uma série de critérios de benignidade e malignidade, adotados mais
tarde por diversos autores. A metodologia de classificagcdo dos tumores
mamarios mais referenciada nos dias atuais estabeleceu-se por consenso em
conferéncia em Hanover, Alemanha (1987). Essa classificagéo correlaciona as
lesdes neoplasicas as nao-neoplasicas das glandulas mamarias humanas e
dos ratos. Pareceu claro que a maioria das lesbes encontradas em humanos
tem similares na patologia dos ratos. No entanto, existem algumas lesbes
especificas humanas, como: Carcinoma Ductal Infiltrante (com chances de
promover metastases), Doengca de Paget da Mama, Carcinoma Ductal
Infiltrante Medular e Carcinoma Lobular Infiltrante que ainda n&do foram

encontradas em ratos.

Os estudos que possivelmente serdo extrapolados para uso
humano em modelo animal (mais especificamente em ratos) parecem ser uma
forma cientificamente aceitavel de se encarar os primeiros desafios a serem
superados. Portanto, nesse estudo, todo o processo de geragao dos tumores
mamarios em ratos através de inducdo quimica, aquisicdo dos espectros e
viabilizacdo da classificacdo diagndstica dos mesmos em padrdes benignos e
malignos, enriqueceu enormemente a superagao de desafios, projetados e
nao-projetados. Estes desafios se originaram desde o manuseio dos animais,
a montagem experimental Raman, o conhecimento das possibilidades de
analises dos espécimes biologicos obtidos para identificagdo e o

aprimoramento dos ferramentais estatisticos.

Para se entender a razdo de tal opcédo, um relato sobre a
contabilizacdo dos dados obtidos e sobre a base literaria escassa utilizada
para discussdo dos resultados sera descrito, evidenciando que os objetivos
propostos desse trabalho estdo nivelados com o “Estado da Arte” internacional
sobre Espectroscopia Vibracional no estudo de tumores mamarios em modelo
animal. Deste modo, pretende-se o aprofundamento dos estudos sobre os
dados obtidos, criando-se um material consistente para a comunidade

cientifica.
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OBJETIVOS

Caracterizar os espectros FT-Raman de mama normal e oito
tipos histologicos de patologias benignas e malignas associadas ao tecido

mamario;

Avaliar por Espectroscopia FT-Raman do tecido mamario da

margem ressectiva de carcinoma infiltrante;

Extrair sistematicamente o material genético (DNA) de CDI

mamario para caracterizacao por Espectroscopia Raman;

Avaliar a extensdo de uma lesdo de adenocarcinoma mamario

em modelo animal por Espectroscopia Raman Dispersivo, transcutaneamente;

Diagnosticar o Adenocarcinoma Mamario por meio da FT-

Raman transcutaneo in vivo.

Discriminar, por espectroscopia FT-Raman ex vivo e exame
MMP19, os tipos histologicos de tecido mamario em Ratos Sprague-Dawley

fémeas submetidas a carcinogénese quimica.
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REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo de revisdo de literatura foi tragado um quadro
tedrico fundamentado na literatura publicada realizando uma estruturagao
conceitual sobre a aplicagdo da Espectroscopia Raman no estudo do Céancer
de forma geral, e principalmente de Cancer de Mama, que deram sustentacao

ao desenvolvimento desta pesquisa.

Esta pesquisa permitiu tragar um mapeamento em relagdo as
ultimas aplicagdes da Espectroscopia Raman com finalidade diagnéstica, a
inclusdo dos trabalhos sob os aspectos da a aplicagdo da espectroscopia
Raman em diagnosticos de diversas doencgas, principalmente em tecidos
mamario e a possibilidade de se encontrar marcadores tumorais nos
espectros, procurando mostrar através da literatura ja publicada o que ja sabe
sobre o tema, quais as lacunas existentes e onde se encontram os principais

entraves teoricos ou metodologicos.

Aplicacao da Espectroscopia Raman associada a algoritmos matematicos

multivariados com finalidade diagnédstica

Ellis e colaboradores (2006) acreditam que a habilidade de
diagnosticar precocemente uma doenga, de maneira imediata e nao invasiva
tem multiplos beneficios. Dentre os beneficios, a intervengao imediata das
estratégias terapéuticas leva a reducdo na morbidade e mortalidade e a
economia de recursos dos sistemas de saude. Alguns dos testes de rotinas
médicas atualmente utilizadas ndo s&o suficientemente sensiveis ou
especificos, além de serem desenvolvidos para marcar somente uma doenca
sendo inapropriados quando multiplos fatores estdo envolvidos. Muitas
doengas sdo resultados de desordens metabdlicas, sendo Iégico medir esse
metabolismo diretamente. Uma das estratégias empregadas pela ciéncia
emergente de metabolomics é a “impressao digital” do metabolismo. Envolve
métodos de analises rapidos, robustos e eficientes na discriminacao de
amostras de diferentes estados ou origens biologicas. Os autores propuseram

essa revisdo para focar no seletivo numero de estudos recentes onde a
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‘impressao digital” tem sido evidenciada como ferramenta potencial para
diagnostico de doengas pela analise de seus espectros de absor¢do no

infravermelho e Raman.

Keller e colaboradores (2006) mostraram que a
espectroscopia Raman é uma ferramenta promissora para diagnéstico nao
invasivo por meio da aplicagado da técnica no diagndstico de quatro tipos de
tecido: pele, mama, trato gastrintestinal e cervix. Por meio de analise
estatistica multivariada e algoritmo de discriminagao obtiveram a classificagao
automatica dos espectros em categorias patoldégicas de relevancia clinica
usando a histologia como padr&o ouro. Embora existam limitagdes, a técnica

mostrou ser factivel de ser aplicada em ambiente clinico.

Cao e colaboradores (2007) desenvolveram em seu estudo
um novo método de remogao do background de fluorescéncia gerado pelos
tecidos nos espectros Raman. Os autores afirmam que estes espectros sao
constituidos de ruido, fluorescéncia e espalhamento Raman. Com o objetivo
de extrair somente o espalhamento Raman, tanto o ruido quando a
fluorescéncia deveriam ser removidos, idealmente sem interferéncia humana e
preservando os dados originais. Neste estudo, os autores desenvolveram um
método de subtracdo de background, aplicaram estes parametros em
espectros Raman e compararam a outros métodos usuais. Como concluséo, o
meétodo “adaptive minmax” se mostrou significativamente melhor do que os
outros métodos aplicados, possibilitando sua implementagcdo como parte

modular de sistemas de diagnostico automatizados Raman in vivo.

Hattori e colaboradores (2007) desenvolveram um sistema
com um pequeno endoscopio equipado com uma fibra-6ptica para micro-
Raman para medidas in vivo em ratos. As medidas foram realizadas em ratos
anestesiados e respiracao artificial para minimizar o impacto nos animais. Os
espectros Raman in vivo do es6fago e do estbmago dos ratos foram medidos
com sucesso. Os resultados deste estudo sugeriram que os espectros Raman
refletem uma imagem logo abaixo da superficie da mucosa que nao pode ser
distinguida por meio da imagem do endoscopio. Depois dos experimentos, os

ratos retomaram a consciéncia sem qualquer alteracdo. Foi verificado que as
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medidas Raman usando o sistema de fibra-6ptica e endoscopio apresentadas

foi segura para as medidas in vivo nos ratos.

Lee e colaboradores (2007) rastrearam e construiram a
imagem de marcadores especificos de cancer em células vivas por meio da
técnica SERS (Surface-enhanced Raman scattering). Para este proposito,
nanoparticulas core-shell de Au/Ag, conjugadas com anticorpos monoclonais,
foram preparados. O procedimento de marcar as células vivas com essas
nanosondas bimetdlicas foi desenvolvido para construgdo de imagens
altamente sensiveis por meio de SERS. No presente estudo, células vivas
HEK293 que expressam PLC gama 1 foram estudadas como marcadores da
imagem Optica. Os resultados demonstraram o potencial da tecnologia SERS
para construir a imagem altamente sensivel de marcadores de cancer em

células vivas.

Liu e colaboradores (2007) afirmaram que a detecgéo in situ
em tempo real de proteases ativas € crucial para o rastreamento de estagios
iniciais de cancer e estudo de padrbes de sinalizagdo celular; entretanto, é
dificil conseguir estas informac¢des usando fluorescéncia ou sondas radioativas
em volumes menores que 1nL. Neste estudo, Liu e colaboradores
demonstraram uma sondagem Ooptica hibrida incorporando nano particulas e
peptideos com agregacao por meio de moléculas artificiais. Desenvolveram
um estudo conceitual usando PSA (prostate specific antigen) um dos mais
proeminentes marcadores do cancer de préstata e uma protease sérica
presente no fluido seminal de pacientes e soro sanguineo. O espectro Raman
das moléculas artificiais foi melhorado pelas nanoparticulas e este sinal foi
monitorado como indicador de clivagem dos peptideos em uma reagao de
volume da ordem de femtolitro, perto do nivel de uma molécula de PSA ativa.
A alta especificidade da reagao dos peptideos em nanoparticulas individuais
minimizou a detecgao falsa de outras proteases séricas e sinal de background,
0 que resultou em uma sondagem para cancer altamente fidedigna e com alta
resolucdo entre o sinal e o ruido que podera ser facilmente incorporada em

equipamento de analise de fluidos em escala micro e nanoscopica.
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Movasaghi e colaboradores (2007) revisam algumas das
recentes inovagdes em espectroscopia Raman, em areas relacionadas aos
tecidos in natura as células. O artigo resume alguns dos mais frequentes
modos vibracionais utilizados em caracterizar tecidos biolégicos. O objetivo
deste estudo foi preparar uma base de dados de “impressdes digitais”
moleculares, a qual pdde auxiliar pesquisadores na definicdo de estruturas
quimicas dos tecidos biolégicos. Ao invés de aplicar diferentes métodos, os
autores afirmaram haver similaridade em definir picos de areas idénticas dos
espectros. Como resultados, acreditam que, preparar uma unica colecdo das
freqUéncias encontradas em estudos por espectroscopia Raman pode levar a
melhorias significativas dos dados espectrais e analises. Este artigo foi o
primeiro a promover um preciso banco de dados das mais importantes
caracteristicas dos espectros Raman para pesquisadores que desejam
analisar tecidos e células, principalmente para aqueles que estudam tecidos

cancerosos.

Aplicagao da Espectroscopia Raman associado a algoritmos matematicos

multivariados no diagnéstico de Cancer de Mama

Haka e colaboradores (2005) empregaram a espectroscopia
Raman para diagnosticar lesbes benignas e malignas de mama humana
baseados na composicao quimica. Neste estudo foram adquiridos 130
espectros Raman de amostras de tecido mamario humano (normal, alteragao
fibrocistica, fibroadenoma e carcinoma infiltrante) de 58 pacientes. Os dados
foram analisados por fitting usando um modelo de combinagao linear no qual
nove espectros base representaram as caracteristicas morfolégicas e quimicas
dos tecidos de mama. Os coeficientes de fitting resultantes promoveram um
conhecimento sobre a estrutura quimica/morfolégica dos tecidos favorecendo
o desenvolvimento do algoritmo diagnéstico. Os coeficientes de fitting para
gordura e colageno foram os parametros chaves do algoritmo diagndstico
resultante, o qual classificou as amostras de acordo com o especifico
diagndstico patolégico com 94 % de sensibilidade e 96 % de especificidade
para distingdo de tecidos canceroso de tecido normal e benigno. Os excelentes

resultados demonstraram que a espectroscopia Raman tem o potencial para a
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aplicagao in vivo para diagnosticas precisamente as lesbes de mama, desta

forma reduzindo o numero de bidpsias excisionais de mama.

Mourant e colaboradores (2005) afirmam que tanto a
espectroscopia de absor¢ao do infravermelho quanto Raman tem potencial de
estimar a composigao bioquimica de maneira n&o-invasiva de células, embora
issoO ndo possa ser precisamente determinado por acdes analiticas como
assinaturas dos picos ou métodos de classificacdo multivariavel. Mourant e
colaboradores desenvolveram uma rotina de fitting que determinou a
composi¢ao bioquimica por meio de espectros bases dos maiores constituintes
bioquimicos encontrados em células de mamiferos (proteinas, DNA, RNA,
lipidios e glicogénio), o qual mostrou que estes espectros eram robustos e
reprodutiveis. Os autores também mediram os espectros Raman e IR
suspensdes de fibroblastos de ratos de linhagens tumerogénicas e néo-
tumerogénicas. Na tentativa de simular as condigdes in vivo, foram
comparadas as células ndo-proliferativas e ndo-tumerogénicas as proliferativas
e tumerogénicas. Diferencas reprodutiveis na composicdo molecular foram
encontradas para todos os modelos celulares pelas duas técnicas. Estas
diferengas incluiram o aumento do conteudo de proteinas e acidos nucléicos
nas células tumerogénicas, com correspondente decréscimo do conteudo de
lipidios e glicogénio. As medidas de cada uma das células, dos tipos
proliferativo a nao-proliferativo, mostraram que o estado proliferativo foi o
maior determinante das diferengcas entre os espectros vibracionais, mesmo
comparando o estado tumerogénico. A menor das variagdes espectrais
associadas a tumerogenicidade pbéde estar relacionada as infimas alteragbes

oncogénicas do sistema, como um unico oncogene mutante.

Yan e colaboradores (2005) apresentaram os espectros de
células de mama normais e com cancer humanos. Foram reportados que
todas as linhas Raman apareceram mais fracas. As intensidades das linhas
em 782 e 1084 cm™ do grupo fosfato do DNA e 1155 e 1262 cm™ da
deoxirribose-fosfatase diminuiram. As linhas em 812 cm™ do DNA tipo A e as
linhas 979 e 668 cm™ desapareceram e o pico 905 cm™ foi deslocado para

uma freqiiéncia menor (cerca de 6 cm™). Esses resultados significaram que a
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estrutura de fosfato do DNA foi destruida para certa extensédo e a multiplicagao
das células cancerosas nado podem ser controladas efetivamente. Contudo, os
autores encontraram um tipo de linha Raman em 960 cm™ relacionada a
calcificacao e a esclerose de células de cancer. Os resultados indicaram que
os espectros Raman podem oferecer informacgdes de base sobre as células de

cancer favorecendo o diagndstico e o tratamento.

Bitar e colaboradores (2006) empregaram a espectroscopia
FT-Raman para estudar tecido mamario humano normal e doente, incluindo
diversos subtipos de cancer de mama. Foram analisados 194 espectros
Raman de tecidos mamario separados em 9 grupos de acordo com o
respectivo diagnostico histopatolégico. A denominagcdo de bandas Raman
relevantes habilitou os autores a identificar diversos tipos de tecido mamarios
(normal e doentes) as suas correspondentes alteragées bioquimicas e a
distinguir os espectros em 7 grupos: mama normal, condi¢do fibrocistica,
carcinoma in situ, carcinoma in situ com necrose, carcinoma ductal infiltrante
(sem tipo especifico), carcinoma ductal infiltrante mucinoso e carcinoma
lobular infiltrante. Neste estudo foi possivel estabelecer as bases bioquimicas
para cada espectro, por meio de relato dos picos observados especificamente
para cada biomolécula importante no processo de carcinogénese. Este
trabalho se mostrou bastante util para o diagnéstico éptico prematuro de varias
doencgas relativas a mama. Nao foi possivel diferenciar os carcinomas ductal
infiltrante inflamatério e medular do carcinoma ductal infiltrante sem tipo

especifico.

Chowdary e colaboradores (2006) relatam que o cancer de
mama € o cancer mais comum entre as mulheres. A citologia por pungao por
agulha fina (FNAC) pode ser dita com um dos métodos “padrdo ouro” de
diagndstico, devido aos altos resultados falso positivos obtidos pela técnica de
mamografia. No trabalho desenvolvido por Chowdary e colaboradores, os
espectros Raman de tecido mamario normal, com doengas benignas e
malignas apresentaram diferengas significativas. Diferengcas espectrais entre
mama normal e com doenga benigna sao mais pronunciadas do que entre as

patologias. Baseados em dados espectrais previamente descritos, a presenca
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dos lipidios (1078, 1267, 1301, 1440, 1654 e 1746 cm™) foi indicativa de
normalidade e as proteinas (Amida |, CHz, Amida Ill, 1002, 1033, 1530 e
1556 cm'1) foram encontrados mais pronunciadamente nos espectros das
doengas benignas e malignas. As maiores diferengas entre as patologias,
parecer ser o excesso de lipidios (1082, 1301 e 1440 cm™) e a presenca de
excesso de proteinas (Amida I, CH,, Amida Ill, 1003 e 1002 cm™) indicaram
doenga benigna. Ferramentas de analises estatisticas multivariadas, como
PCA foi empregada para desenvolver métodos de discriminagdo. O score do
Factor | promoveu uma razoavel classificagdo dos trés tipos tissulares. A
analise seguinte promoveu uma melhora no método de analise por meio da
aplicacao da Distancia de Mahalanobis e residuos espectrais como parametros
de discriminacdo. Esse método de aplicacdo foi testado retrospectiva e
prospectivamente. O teste limite promoveu a melhor discriminagao foi
considerado o método que mais claramente dividiu os trés tipos de espectros.
Esses resultados suportam a eficacia dos espectros Raman em discriminar

tecidos de mama normais e patologicos.

Demos e colaboradores (2006) apresentaram uma reviséao
sobre os recentes avangos no imageamento Optico e espectroscopia e 0 uso
da luz em cancer de mama. Técnicas espectroscépicas oferecem meios de
caracterizar os componentes tissulares e obter informagdes funcionais em
tempo real. Imagens Opticas em 3D da mama usando varios tipos de
iluminagao e esquemas de coleta de sinais em combinagdo com algoritmos de
reconstrugdo de imagem podem promover uma nova ferramenta de detecgéo e

monitoramento do cadncer de mama.

Fournier e colaboradores (2006) investigaram a detecgao in
vivo de tumores mamarios em ratos usando imagem de autofluorescéncia na
regiao espectral vermelho e infravermelho-proximo. O objetivo deste estudo foi
explorar a autofluorescéncia como método n&o invasivo para detecgao de
tumores malignos e correlagéo entre as propriedades de autofluorescéncia dos
tumores e seus diferentes estados patologicos. Dezoito tumores induzidos em
ratos, sendo oito benignos e dezessete malignos foram imageados. As

imagens de autofluorescéncia foram adquiridas usando a janela espectral
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centrada em 700 nm, 750 nm e 800 nm sob excitacdo /laser em 632,8 nm e
670 nm. A intensidade das imagens de autofluorescéncia dos tumores
malignos sob excitagcdo em 670 nm foi maior que o tecido normal adjacente. A

intensidade dos tumores benignos foi menor comparado ao tecido normal.

Yu e colaboradores (2006) utilizaram a espectroscopia
micro-Raman para caracterizar linhagens celulares epiteliais de mama
humanas normais e transformadas. Os componentes celulares chaves (DNA,
RNA) foram extraidas do nucleo das células e os espectros Raman foram
medidos e usados como base para correlacionar com os espectros dos
nucleos das células. As contribuicbes de cada um dos componentes e seus
respectivos conteudos foram avaliados baseados em coeficientes de
correlacdo. Como resultado, o coeficiente de correlagdo entre os espectros
revelou que a atividade de duplicacdo do DNA nas células tumerogénicas foi
significativamente maior em relacdo as células normais. O coeficiente de
correlacdo pode servir como um bom marcador espectral de identificacdo do
estado da doenca. Yu e colaboradores concluiram que a espectroscopia
permitiu produzir informacgdes sobre a composi¢cdao do nucleo celular sendo
desta forma uma ferramenta poderosa para rapida caracterizagao celular e

distincdo das atividades celulares em nivel subcelular.

Yu e colaboradores (2006a) examinaram secgdes de tecido
de mama por espectroscopia Micro-Raman confocal com comprimento de
onda de excitagdo de 633 nm. Os espectros foram adquiridos usando um
microscopio para mapeamento com volume de amostra de 2 um, sendo
comparaveis aos espectros comercialmente disponiveis de actina, DNA,
colageno (tipo |) e trioleina. Alguns dos espectros foram diferenciados e
identificados, como caracteristicas morfolégica dos elementos do citoplasma e
da matriz extracelular. O espectro do nucleo celular também foi obtido pelo K-
means cluster analysis. A analise de correlagdo mostrou que o espectro de um
elemento morfolégico esta altamente correlacionado ao seu respectivo
componente quimico puro. A caracterizacdo espectral destes elementos

morfoldgicos foi realizada desta forma. Este estudo foi util para o entendimento
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das bases quimicas/morfolégicas do espectro Raman e para o desenho do

modelo de espectroscopia Micro-Raman de tecido mamario humano.

Zhao e colaboradores (2006) coletaram os espectros Micro-
Raman confocal de cancer de mama de 40 casos cirurgicos. Diferengas
importantes foram encontradas entre os espectros de carcinoma ductal
infiltrante, hiperplasia e fibroadenoma, o qual foi possivel a utilizacdo para
caracterizagao do cancer de mama e outros tumores mamarios factiveis de
evidenciar caracteristicas para diagnostico. Desta forma, a espectroscopia

Raman de tecido mamario humano tem grande valor.

Pichardo-Molina e colaboradores (2007) estudaram
amostras de soro sanguineo usando espectroscopia Raman e métodos
estatisticos multivariados (PCA e LDA). As amostras de sangue foram obtidas
de 11 pacientes que foram clinicamente diagnosticados com cancer de mama
e 12 voluntarios saudaveis usados como grupo controle. PCA permitiu que
fossem definidas diferencas entre os comprimentos de onda entre as bandas
espectrais dos pacientes dos grupos controle e cancer de mama. No entanto,
desde que as diferengas nas moléculas envolvidas foram em suas estruturas
quaternarias, nao foi possivel determinar qual molécula causou as diferencas
nos espectros observados. A relacdo entre as intensidades das bandas
correspondentes foi analisada calculando os valores p e foram encontrados
que somente sete das bandas relacionadas foram significantes e
correspondentes a proteinas, fosfolipidios e polissacarideos. Estas bandas
podem ser uteis durante o rastreamento para o cancer de mama usando
espectroscopia Raman de amostras sanguineas. Os resultados também
mostraram que as amostras de sangue de pacientes com cancer de mama e
de pacientes do grupo controle podem ser diferenciadas quando o LDA é

aplicado aos respectivos espectros Raman.

Rehman e colaboradores (2007) descreveram um meétodo
nao—destrutivo de analise de espécimes histopatolégicas empregando
espectroscopia Raman. A espectroscopia Raman permite uma analise
qualitativa das mesmas amostras que sdo usadas para avaliagao

histopatolégica. Os tecidos de cancer de mama foram analisados para
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demonstrar que é possivel caracterizar as alteragdes quimicas antes que o
tecido biologico pareca alterado. Estas alteracbes sao identificadas
precisamente, e os resultados sao reprodutiveis. A analise Raman das
secgdes de tecidos promove espectros distintos que podem ser usados para
distinguir entre as graduagdes nucleares dos carcinomas ductais in situ (CDIS)
e carcinomas ductais infiltrantes (CDI) da mama. Sessenta casos de cancer de
mama incluindo CDIS e CDI e sete casos de mama normal foram estudados
por espectroscopia Raman. Neste estudo, Rehman e colaboradores
reportaram pela primeira vez as diferencas espectrais entre as diferentes
graduacdes de Carcinomas ductais in situ. Por meio deste estudo, foi possivel
concluir que a espectroscopia Raman pode objetivamente distinguir entre as
graduagbes de CDIS e de CDI de maneira ndo destrutivel e reprodutivel.
Poderia ser possivel utilizar a espectroscopia Raman futuramente como
método informativo e qualitativo para classificacao e diagnéstico dos diferentes

graus dos carcinomas mamarios.

Espectroscopia Raman in vivo: desenvolvimento tecnolégico e aplicagoes

experimentais em tecido cutaneo e 6sseo

Baraga e colaboradores (1992) demonstraram a aplicabilidade
de um sistema Raman Dispersivo no infravermelho proximo (NIR) com
detector CCD para coletar espectros do tecido arterial humano intacto.
Utilizando laser de excitagdo em 810 nm, a emissao de fluorescéncia da artéria
foi suficientemente fraca e permitiu coletar mais rapidamente os espectros
Raman em relacédo ao espectrdmetro FT-Raman que utiliza laser de excitacéo
em 1064 nm. Para remocao do background de fluorescéncia foi apresentado o
método que obteve os espectros Raman a partir da diferenga entre dois
espectros de emissdo coletados em frequéncias ligeiramente diferentes de
excitagcdo. Neste estudo, indicaram que os espectros Raman (NIR) podem ser
coletados em um segundo com a utilizagao do sistema de espectrégrafo/CCD,

e quando associados a uma fibra optica possibilitam aplicacdes clinicas.

Williams e colaboradores (1993) avaliaram por Espectroscopia
Raman in vitro e in vivo o estrato cérneo humano utilizando o sistema FT-

Raman. Demonstraram que os espectros Raman podem ser relativamente
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insensiveis ao estado de hidratacdo do estrato cérneo (por terem sido usados
cadaveres?), indicando que a técnica deve ser valiosa para monitorar a
entrega de drogas em solugbes aquosa. Para coleta in vivo, foram utilizados
tipos diferentes de instrumentos de Raman (micro-sonda para excitagédo em
visivel-luz (Raman Dispersivo) e para FT-Raman). O sistema de FT-Raman
forneceu espectros de boa qualidade, mas sistemas Dispersivos devem ser

aqueles que serao aplicados por especialistas clinicos.

Caspers e colaboradores (1998) afirmaram que as técnicas
nao-invasivas que fornecem informacdes detalhadas sobre a composigao
molecular, a estrutura, e as interacbes moleculares sao cruciais para a
compreensao da relagcdo das alteragdes bioquimicas nas doencgas da pele.
Neste estudo foi desenvolvido um sistema Micro-Raman para a coleta de
espectros da pele humana tanto in vitro quanto in vivo. Estes espectros
forneceram informagdes sobre a composicdo molecular das diferentes
camadas da pele. A evidéncia foi encontrada pela existéncia de uma variagao
grande no indice de lipidios do estrato corneo em relagao as outras camadas.
Os espectros Raman in vivo foram coletados em posicdes diferentes do brago
e da méo de trés voluntarios, e forneceram informacgdes sobre o fator natural

de hidratagao (moisturizing natural factor -MNF).

Mahadevan-Jansen e colaboradores (1998) tiveram por
objetivo desenvolver uma ponta de fibra 6ptica compacta para medir espectros
Raman in vivo tecido cervical humano para o diagndstico clinico de lesdes pré-
cancerigenas. Esta sonda Raman foi projetada, construida e testada
primeiramente usando padroes Raman previamente conhecidos (medidos in
vitro), e posteriormente usada para adquirir espectros in vivo do tecido cervical
normal e pré-canceroso. Estes espectros puderam ser adquiridos em 90
segundos. Embora algum sinal da silica oriundo da fibra 6ptica pudesse
obscurecer sinal Raman abaixo de 900 cm'1, as caracteristicas Raman do
tecido cervical puderam claramente ser discernidas acima de 900 cm™. O
sucesso da utilizacdo da sonda optica para aquisi¢cao dos espectros Raman in

vivo indica que podem ser medidos tecidos in vivo, e que aumentando a
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poténcia da excitagdo da fonte pode ser reduzido o tempo de integracao para

menos de 20 segundos.

Shim e Wilson (1998) desenvolveram um sistema Raman in
vivo (IVRS - Espectroscopia Raman in vivo) compacto e mobil para obter
espectros de tecido em menos de 30 segundos, apropriado para aplicagbes
clinicas. Foram apresentados neste estudo os principais componentes deste
sistema, tais como o espectrégrafo, o detector CCD, o laser de diodo, e as
pontas de fibra-optica. Os métodos da calibragdo do numero de onda, correcao
da intensidade e subtracao da linha de base foram esbogados. Os espectros in
vivo foram coletados da pele humana, da mucosa oral, unha e dente, sendo
apresentados as principais atribuicdes de bandas Raman. O desempenho do
IVRS foi comparado ao sistema FT-Raman. Com parametros similares da
coleta, os espectros de IVRS tiveram relacdo S/N superiores devido ao menor

comprimento de onda do laser de excitagdo (785 nm contra 1064 nm).

Shim e colaboradores (1999) utilizaram um espectrémetro
Raman associado a uma fibra éptica para coleta de espectros em menos de 30
segundos. Os detalhes espectrais foram limitados pelo sinal de fluorescéncia e
pelo sinal de Raman gerados pela propria fibra-optica. Neste estudo,
projetaram uma nova fibra-6éptica para suprimir estes sinais. Os filtros incluidos
nesta ponta de prova otimizaram a eficiéncia da colecdo dos espectros
Raman. A resposta da fibra foi testada com medidas no ar, na agua, e em
meios turvos. Espectros de pele de coelho foram coletados também com estas

pontas de prova para demonstrar seu desempenho.

Bakker Schut e colaboradores (2000) investigaram o potencial
da espectroscopia in vivo no diagnodstico de tecido normal e displasico. Para
tanto foi utilizada inducdo de displasia quimica em modelo animal. Os
espectros Raman in vivo foram coletados do palato normal e displasico do
rato, com tempos de integracdo de 100 segundos. Foram usados modelos de
classificagdo baseados em métodos estatisticos multivariados. Foi possivel
distinguir os espectros in vivo de tecido normal, displasia de baixo grau e

displasia de alto grau (ou carcinoma in situ) com especificidade de 93 % e
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sensibilidade de 78 %, e 100 % de sensibilidade e especificidade para

diagnaostico entre displasia de baixo grau e alto grau (carcinoma in situ).

Buschman e colaboradores (2000) apresentaram resultado de
coleta de espectros Raman in vivo intravenoso, em que fibra-6ptica dedicada e
miniaturizada foi usada para esta finalidade. Os resultados mostraram que
existem alguns obstaculos importantes para aplicagdo clinica da
espectroscopia Raman no diagndstico de placas ateroscleréticas, sendo os
principais a coleta de espectros Raman in vivo intravenosos de alta qualidade
e a separagao das contribuicbes do sinal Raman da parede do vaso e do
sangue. Informagdes sobre a composigdo quimica do vaso sanguineo foram
adaptadas por meio da aplicagdo de método de analise estatistica aos

espectros, eliminando as contribuigcdes do sinal do sangue.

Casper e colaboradores (2000) utilizaram um Micro-
espectrdmetro Raman confocal automatizado para adquirir de maneira rapida
os perfis moleculares da pele. Foi possivel obter espectros Raman em uma
escala de profundidades abaixo da superficie da pele com definicdo axial

confocal, determinando perfis de concentragdo da agua do estrato corneo.

Halon e colaboradores (2000) revisaram neste artigo a base
bioldgica e fisica da espectroscopia Raman em tecido bioldgico, avaliando o
status atual do campo e explorando as perspectivas futuras. Foi apresentada a
evolugdo das técnicas de espectroscopia Raman na biologia e na medicina,
em relacdo as pesquisas usando excitagao visivel a infravermelho- préximo.
Revisados os métodos de analise espectral por meio de técnicas estatisticas
multivariadas para extrair a informag¢des quimicas e morfolégicas com
finalidade diagnostica. Finalmente, foram descritas e discutidas as
possibilidades de aplicacbes da espectroscopia Raman em diversas

aplicagdes clinicas, em diferentes tecidos.

Huang e colaboradores (2001) desenvolveram e testaram a
aplicabilidade de um espectrometro Raman Dispersivo associado a uma fibra
Optica para analisar a pele humana de maneira nao-invasiva. Na configuragao

desenhada, foi possivel obter espectros Raman em menos de 1 segundo, com
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boa relacdo S/N, livres da interferéncia da fluorescéncia e do sinal Raman da
fibra, que facilita extremamente a caracterizacdo pratica do tecido para o

diagndstico clinico.

Pilloto e colaboradores (2001) afirmam que a acumulagao do
acido latico no corpo humano é um dos fatores que conduz a fatiga e
consequentemente deve continuamente ser monitorado durante o treinamento
fisico. A prosposta desse grupo € desenvolver um espectrdmetro Raman que
seja capaz de monitorar o acido latico de um atleta sem interromper seu
exercicio para a colecao da amostra. Como inicio do desenvolvimento deste
projeto, foram medidos espectros Raman para verificar a presenga do acido
latico em solucdes de acido latico e soro humano e solugdes de acido latico e
sangue de rato de Wistar. Para o experimento in vivo, um cateter da fibra é6tica
tocou a pele do rato, sobre a veia iliaca, onde foram coletados os espectros de
maneira ndo invasiva e transcutaneamente. A concentracdo minima do acido
latico que o equipamento pode detectar foi estudada também. Os resultados
indicaram que a técnica pode ser apropriada para a avaliagao fisica dos

atletas.

Utzinger e colaboradores (2001) avaliaram o potencial da
espectroscopia Raman NIR in vivo para deteccdo de displasia escamosa.
Foram coletados espectros in vivo em trés locais distintos no cervix: com
auxilio do exame de colonoscopia, foram adquiridos espectros de uma area
clinicamente normal e outro espectro na area clinicamente alterada. Ambas
regides foram biopsiadas para confirmagdo diagndstica. Vinte e quatro
espectros foram coletados em cada uma das 13 pacientes. Os espectros de
cervix humana apresentaram picos na regidao de 1070, 1180, 1195, 1210,
1245, 1330, 1400, 1454, 1505, 1555, 1656 e 1760 cm™. A relacdo das
intensidades em 1454 a 1656 cm™ se mostrou maior na displasia escamosa
em relagdo aos outros tipos espectrais; enquanto as relagbes entre as das
intensidades em 1330 a 1454 cm™ foram menores. Um algoritmo simples
baseado nestas relagdes de duas intensidades pdde classificar a displasia

escamosa de alto grau dos outros tecidos.
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Bakker Schut e colaboradores (2002) discutem que a
aplicabilidade da técnica Raman em ambiente clinico também deve considerar
o desenvolvimento de uma rotina dedicada capacitada em processar e analisar
os espectros Raman permitindo que parametros clinicos relevantes também
possam ser extraidos em tempo real. Neste estudo, propuseram o uso de uma
rotina dedicada que permitiu processar e analisar os espectros Raman em
tempo real. O programa utilizado para elaboragédo da rotina foi o Matlab e a
execucao para a classificacdo dos espectros de pele humana coletada in vivo

usou PCA e LDA como algoritmo matematico de classificagao.

Choo-Smith e colaboradores (2002) apresentaram uma
discussao sobre o status atual da aplicacdo da espectroscopia Raman in vivo,
assim como as dificuldades que ainda necessitavam de empreendimento para
que a técnica pudesse ser aplicavel em ambiente clinico (laboratério médico
ou centros cirurgicos). Foi realizada uma pesquisa sobre a opinido de médicos
e da equipe de apoio em relacido ao potencial da espectroscopia Raman como
uma nova ferramenta biomédica. Por meio dos resultados foi possivel

vislumbrar propostas para a execug¢ao clinica destas técnicas

Gellermann e colaboradores (2002) utilizaram Raman
Dispersivo Ressonante para como uma nova, nao-invasiva técnica optica para
medir a concentragdo de pigmentos maculares da retina humana in vivo de
adultos jovens e idosos. Por meio da geometria de backscattering e da
excitacdo em comprimento de onde visivel, foi possivel medir os sinais de
Raman originarios de uma unica vibragao do estiramento da espinha dorsal do
carbono da molécula p-conjugated do carotendide. Para esse experimento, a
excitagao requerida do laser esteve bem abaixo dos limites de seguranga para
a exposi¢ao macular. Como resultado foi possivel observar que sinais Raman
declinam significativamente com idade crescente nos olhos normais. A técnica
de Raman é objetiva e pode conduzir a um método novo para a selegao rapida
de niveis do pigmento em popula¢des grandes em risco para a perda da visao
por degeneracdo macular relacionada a idade, a causa principal de perda da

visdo em pessoas idosas nos Estados Unidos.
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Kaminaka e colaboradores (2002) desenvolveram um detector
multicanal de InP/InGaAsP para Espectroscopia Raman NIR que pudesse
medir tecidos humanos eficientemente sem interferéncia da fluorescéncia. Este
detector permitiu espectros in vivo de tecido humano vivo (pele) com auxilio de
fibra-Optica. Foram também coletados espectros in vivo de tecido pulmonar
humano, onde foi possivel classificar os espectros de tecido pulmonar normal
e dois tipos de carcinoma de pulm&o. Os resultados indicaram um futuro
promissor da espectroscopia Raman in vivo para o diagndstico minimamente

invasivo e em tempo real.

Knudsen e colaboradores (2002) examinaram as variagdes
dos espectros FT-Raman in vivo de pele humana saudavel. A variagcao entre
pessoas, a variagao entre pontos diferentes na mesma regidao do corpo e a
variagdo nos espectros obtidos no mesmo ponto foram estudadas em 13
voluntarios. Em 140 voluntarios foram examinadas as variagdes dos espectros
Raman causadas pela pigmentagdo da pele. As analises foram concentradas
nos numeros de onda e as intensidades relativas da agua em 3250 cm™,
Amida I, Amida Ill, nas regides em 1645-1680 e 1230-1300 cm'1, € nos
nimeros de onda nas regides em 1450 e 2940 cm™, usadas como referéncias.
Os resultados mostraram que houve variacdo interpessoal em relacdo a
intensidade relativa da agua. Na intensidade relativa da Amida | houve uma
variagao entre as pessoas e entre as medidas repetidas no mesmo ponto.
Entre pessoas, a variacdo pbéde levantar as diferencas entre a hidratacéo e as
proteinas, mas foi dificil explicar a razdo desta variacdo quando as medidas
repetidas foram feitas no mesmo ponto. As variacdes na intensidade relativa
da Amida Ill foram observadas entre os individuos, provavelmente por causa
da estrutura diferente do colageno. A pigmentacao nao influenciou o numero
de onda ou intensidades consideravelmente, mas uma analise dos espectros
por regressao mostrou uma correlagdo entre a altura das bandas Raman e o

background de pigmentagao.

Barros e colaboradores (2003) afirmaram que o uso da
espectroscopia Raman no infravermelho pode vir a constituir uma nova técnica

para avaliagao fisica, permitindo medidas da concentragao de acido lactico em
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sangue e em musculo esquelético, por um método ndo invasivo. A
espectroscopia Raman é uma técnica que oferece grande riqueza de detalhes
provida pela vibragdo de moléculas em diferentes niveis de energia. Em
estudos prévios, foram obtidos espectros Raman de acido lactico em plasma
humano e em sangue de rato, onde os picos caracteristicos foram observados
claramente na matriz biolégica. No presente estudo a espectroscopia Raman
foi usada para a identificacdo de acido lactico em musculo tibial de rato. Foi
usado um laser de Ti:Safira sintonizado em 830nm, um espectrometro Kaiser
f/1.8 e um detector de CCD refrigerado. O espectro Raman do &cido lactico
apresenta oito picos bem distintos, entre 700 e 1500 cm™, correspondendo aos
diferentes modos de vibragdo da molécula do acido lactico. O pico principal em
830 cm™ foi usado para caracterizar a presenga do acido lactico no musculo
tibial de rato. Foram analisados espectros Raman de musculos tibiais in vivo e
in vitro. Além disso, também foi monitorada a difusdo do acido lactico através
do musculo, in vitro. Pode-se concluir, a partir dos resultados obtidos, que a
espectroscopia Raman no infravermelho proximo apresenta grande potencial
para, no futuro, com o aperfeicoamento da técnica, ser utilizada em avalia¢gdes
fisicas com o intuito de permitir medicdes das concentragdes de acido lactico

no musculo esquelético, através de metodologia ndo invasiva.

Caspers e colaboradores (2003) descreveram a combinagao
das técnicas Raman in vivo associada a microscopia para permitir que a
morfologia da pele seja visualizada em profundidade para medidas Raman. Os
resultados desta combinagdo mostraram imagens da segao transversal e perfis
da concentragcdo da agua e do fator de hidratagdo natural do estrato corneo
relacionados diretamente a arquitetura da pele. Foi possivel distinguir as
imagens de obtidas por Raman in vivo dos ductos sudoriparos e das glandulas
sebaceas. Nas medidas in vivo em capilares da derme, foi possivel obter
espectros de alta qualidade do sangue em uma maneira completamente n&o-
invasiva. Dos resultados deste estudo pbéde ser explorado que a técnica
apresentada tem o potencial para a pesquisa fundamental da pele, em
farmacologia (transporte percutédneo), em dermatologia clinica, pesquisa
cosmeética, assim como analise ndo-invasiva de compostos sanguineos, como

a glicose.
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Molckovsky e colaboradores (2003) avaliaram o potencial
diagnostico da espectroscopia Raman NIR em distinguir polipos adenomatosos
e hiperplasicos durante uma endoscopia. Foram coletados espectros Raman
dos polipos dois pontos por meio de um espectrometro dedicado associado a
um endoscopio. As técnicas estatisticas multivariadas, PCA e LDA foram
usadas desenvolver algoritmos diagnosticos para classificar os poélipos
adenomatosos e hiperplasicos baseados em suas caracteristicas espectrais, e
validados pelo método cross-validation leave-one-out. Foram obtidos 20
espectros Raman de pdlipos hiperplasicos e 34 de pdlipos adenomatosos. Os
espectros foram classificados com 91 % de sensibilidade, 95 % de
especificidade e 93 % de acuracia. A nosso conhecimento, esta foi a primeira
demonstracdo do potencial da espectroscopia Raman para o diferenciagao

entre polipos coldnicos durante uma endoscopia.

Huang e colaboradores (2004) adquiriram, de maneira bem
sucedida, espectros Raman in vivo da melanina de pele humana utilizando um
espectrometro NIR-Raman. Os sinais Raman in vivo da melanina cutanea
observados foram similares aos observados dos espectros de eumelanina
natural e sintética. O espectro da melanina € dominado por dois modos
vibracionais intensos e largos em 1580 e 1380 cm”, os quais podem ser
interpretados como originarios do estiramento “em plano” do anel aromatico e
estiramento linear da ligagdo C—C dentro do anel, juntamente com algumas
contribuigbes da vibragcdo C—H dos grupos metil e metileno. Variagdes nas
freqUéncias dos picos e larguras de banda destes dois sinais Raman, devido
aos diferentes ambientes biolégicos, puderam ser observadas na melanina das
diferentes fontes. A habilidade de adquirir o Unico espectro da melanina
coletado in vivo sugere que a espectroscopia Raman pode ser utilizada como

método clinico n&o-invasivo para analise e diagndstico in situ da pele.

Darvin e colaboradores (2005) utilizaram a espectroscopia
Raman Ressonante como um método Optico rapido e ndo-invasivo para medir
as concentragdes absolutas do B-caroteno e do licopeno pele humana in vivo.
O B-caroteno e o licopeno tém valores diferentes de absorgdao (488 e

514,5 nm) e, consequentemente, as linhas de Raman tém eficiéncias
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diferentes nas excitacoes em 488 e 514,5 nm. Estas diferencas foram usadas
para a determinagcdo das suas concentragdées. Os espectros Raman foram
caracterizados por duas linhas Stokes em 1160 e 1525 cm™, que tiveram
intensidades relativas quase idénticas. Ambas as substancias foram
detectadas simultaneamente. Os espectros Raman foram obtidos em
aproximadamente 10 segundos, e do nivel de exposi¢cao requerido do laser de
excitacdo esteve dentro dos padrdes de seguranga. As concentragcbes do [3-
caroteno e do licopeno da pele forma mais baixas em fumantes em relagao

aos nao-fumantes e ainda mais baixas no grupo vegetariano.

Draper e colaboradores (2005) avaliaram a qualidade Ossea
por meio da analise dos espectros Raman transcutaneos das fases minerais e
organicas do osso. Esses espectros foram obtidos, pela primeira vez, pela
anadlise do osso abaixo de pele, sendo eliminado todos os componentes
espectrais dos tecidos sobrejacentes. O laser de excitagdo estava centrado em
800 nm (pulsos de 1-kHz, de 1 picosegundo) com aproximadamente 4
picosegundos de excitagcdo. Foram coletados espectros dos ossos em um
ponto a 2 mm acima do carpo de dois tipos rato geneticamente distintos, com
diferengas extremas na qualidade da matriz do osso. As caracteristicas
espectrais principais estavam presentes em ambas as fases do osso. As faixas
espectrais estavam em relagdes similares quando medidas através da pele ou
diretamente do osso (em ambos os gendtitpo). Esta técnica permitiu que, para
a primeira vez, fizessem medidas espectrais transcutaneas objetivas do
mineral e das fases organicas dos ossos e distinguir entre tecido 6sseo normal

e alterado.

Enejder e colaboradores (2005) relataram pela primeira vez
um estudo bem sucedido na caracterizacdo por espectroscopia Raman
transcutanea da concentracdo de glicose no sangue. Foram utilizados 17
individuos saudaveis cujos os niveis do glicose foram elevados por um periodo
de 2 a 3 horas usando um protocolo padréo do teste da tolerancia de glicose.
Durante o teste, 461 espectros Raman foram coletados transcutaneamente
junto com os valores de referéncia de glicose fornecidos pela analise capilar

padrdao do sangue. A calibragdo dos espectros Raman foi realizada pelo
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método qui-quadrado e classificados pelo método leave-one-out cross
validation. O espectro da glicose € uma parte importante das calibragcbes pela

analise dos vetores da regressao da calibragéo.

Motz e colaboradores (2005) apresentaram um espectrémetro
Raman para aquisicao de espectros in vivo em menos de 2 segundos. Esta foi
a primeira demonstragdo de aquisicdo de espectro seguidos de analise e
diagnostico simultdneos. O instrumento foi projetado trabalhar com cateteres
Opticos especificos para Raman, e incluiu programas com rotinas dedicadas
(LabVIEW e Matlab) para fornecer a calibracdo, a analise, e o diagndstico
espectral exatos, associados a seguranga relacionadas a exposigao do laser.
As potencialidades do sistema Raman em tempo real foi demonstrado durante
cirurgias de lumpectomia femoral. Tal sistema facilitara extremamente a

adocgao da espectroscopia Raman na pesquisa e na pratica clinica.

Haka e colaboradores (2006) apresentaram pela primeira vez
a coleta de espectros Raman in vivo de tecido mamario com finalidade de
diagnostico de cancer de mama. Foram coletados 31 espectros Raman de
nove pacientes que submeteram a procedimentos de mastectomia parciais
para a avaliagdo da margem da lesdo durante a cirurgia. A aplicagdo de
algoritmo diagndstico previamente desenvolvido resultou em sensibilidade e
especificidade adequados para distinguir tecidos cancerosos de tecidos
benignos e normais. Estes resultados sugerem que a espectroscopia Raman
tem o potencial diminuir a necessidade de cirurgias de ressecgao das margens
positivas e reduzir desse modo a taxa de recidiva do cancer de mama em

cirurgias de mastectomia parciais.

Matousek e colaboradores (2006) relataram a aquisicdo de
espectros Raman transcutadneo de osso para construgao de imagem em niveis.
Os espectros da falange distal do polegar foram obtidos usando
espectroscopia Raman com resolugdo espacial que forneceram informagao
quimicamente especifica sobre as camadas profundas de tecido humano. Esta
técnica baseou-se na coleta de espectros Raman longe do ponto da
iluminacao do laser de excitagdao por meio da utilizagao de anéis concéntricos

de fibras opticas.
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Motz e colaboradores (2006) caracterizaram  por
espectroscopia Raman in vivo em tempo real a camada aterosclerotica aterias
calibrosas. Foram examinadas espectroscopicamente 74 pontos durante
cirurgias de endarterectomia da artéria femoral. Destes, 34 pontos foram
biopsiados e examinados histopatologicamente. Espectros com relagédo S/N
excelentes em 1 segundo, demonstrando a caracterizagdo exata do tecido
examinado. Foi relatado o potencial da espectroscopia Raman em identificar
vulnerabilidade da artéria, conseguindo uma sensibilidade e uma
especificidade de 79% e de 85 % respectivamente, mostrando sua

capacidade em diagnosticar doengas vasculares.

Schulmerich e colaboradores (2006) demonstraram a
possibilidade de aquisicdo de espectros Raman transcutaneo de osso com
auxilio de uma fibra éptica contendo uma fonte de excitagao circular de um
laser @785 nm circundada por uma série de fibras coletoras circulares. A
configuragédo do cateter optico promoveu distribuicdo da luz laser. A fibra guia
do /aser de excitacao estava localizada de 2 a 3 mm além do limite do campo
de visdo das fibras coletoras para rejeitar contribuicbes da pele e de outros
tecidos adjacentes. Os dados apresentados foram provenientes de tecidos de
rato e de frango. Para a tibia dos ratos, a razado carbonato/fosfato medido a
uma profundidade de 1 mm abaixo da pele foi calculada para um erro de 2,3 %
em um tempo de integracéo de 120 s e de 10 % em 30s de integragéo. Para
as tibias de frango, esta mesma raz&o foi encontrada para 4 mm abaixo da

superficie da pele com erro menor que 8 % com 120 s de tempo de integracéo.

Stuart e colaboradores (2006) pela primeira vez demonstraram
a capacidade e a reprodutibiidade da técnica SERS em medir
quantitativamente glicose in vivo em modelo animal. Uma monocamada de
prata sobre a superficie externa de nanoesferas foi funcionalizada e
implantada subcutaneamente em um rato Sprague Dawley. A concentracao de
glicose do liquido intersticial p6de ser medida espectroscopicamente quando
dirigindo o sensor através de uma janela optica. As medidas do sensor tiveram
o erro relativamente baixo (RMSEC) de 7,46 mg/dL (0,41 mm) e (RMSEP)
53,42 mg/dL (2,97 mm).
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Huff e Chen (2007) construiram a imagem optica nao-linear do
tecido nervoso ciatico de rato a partir dos espectros obtidos pela técnica CARS
e microscopia obtida por espectros construidos com sinais gerados pela
segunda harménica. Foi necessaria uma pequena cirurgia incisiva para que o
tecido nervoso fosse exposto, para que fossem coletados os sinais CARS de
axoénios mielinizados e a imagem microscopica pela segunda harmdnica das
fibras de colageno circunvizinhas. Os sinais coletados tiveram qualidade S/N e
definicdo espacial tridimensional. O contraste obtido pela técnica CARS
aplicado ao tecido nervoso se mostrou capaz de construir imagens

tridimensionais.

Matousek (2007) revisou sistematicamente os estudos que
descreveram aplicagdes das técnicas emergentes de espectroscopia Raman in
vivo minima ou nao-invasiva. Associados as ferramentas analiticas genéricas,
os métodos de espectroscopia Raman puderam ser aplicados a diversas
finalidades, incluindo diagndstico de diversas patologias, avaliarem de maneira

nao-invasiva do controle de qualidade produtos farmacéuticos.

Shim e colaboradores (2007) relataram a aquisicdo de
espectros Raman in vivo de tecido gastrintestinal durante um procedimento de
endoscopia de rotina. Este procedimento foi possivel com a associagdo do
cateter Optico do sistema Raman a canaleta do instrumento do endoscopio
para ser colocada em contato com a superficie da mucosa gastrintestinal para
aquisicdo dos espectros. Os espectros puderam ser coletados com boa
relacdo S/N com tempo de integragdo de 5 segundos. Visualmente os
espectros Raman de tecido normal e alterado apresentaram diferengas sutis,
entretanto, quando aplicados algoritmos de classificagcdo previamente
desenvolvidos foi possivel classificar esses tecidos. Desta forma, foi possivel
concluir que a espectroscopia Raman associada ao exame de endoscopia tem
a capacidade auxiliar de diagnostico clinico de alteragbes do trato

gastrintestinal.

Schulmerich e colaboradores (2007) descreveram a
capacidade de um cateter 6ptico construido com 50 fibras de coleta em coletar

sinais Raman. A profundidade da captacéo do sinal Raman e a preservacao da
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informacgao espacial do sinal recuperado foram investigadas usando os blocos
do polimero empilhados em diferentes geometrias. Os anéis da iluminagao
foram combinados diferentemente para aumentar a variagdo no sinal. A
anadlise de dados foi realizada por meio de estatistica multivariada para
recuperar os espectros Raman dos componentes abaixo da superficie. O
polimero teste era composto de Teflon (cobertura) e Delrin (alvo) que poderia
ser encontrado até 22,6 mm de profundidade. A informagdo espacial foi
perdida em aproximadamente 6,5 mm abaixo da superficie do Teflon. Os
mesmos protocolos de coleta dos sinais Raman foram usados recuperar
transcutaneamente espectros de osso canino em profundidades até 5 mm
abaixo da superficie da pele. Os espectros recuperados do osso foram

validados por medidas obtidas com o 0sso exposto.

Schulmerich e colaboradores (2008) aumentaram a
capacidade de coleta de espectros Raman in vivo transcutdneo de tecido
0sseo pela associagao de glicerol como um agente de “limpezal/clareamento”
optico. As medidas Raman transcutaneas da tibia de quatro foram obtidas de
cada membro; o glicerol foi aplicado como um agente de
‘limpezal/clareamento” Optico, e as medidas transcutaneas foram novamente
realizadas. O glicerol reduziu o ruido nos espectros (p=0,0037) e melhorou
significativamente a correlagao entre o fator de recuperagdo dos espectros de

tecido 6sseo e a medida Raman do osso exposto (referéncia).

Schulmerich e colaboradores (2008) demonstraram pela
primeira vez a capacidade de construgdo de uma imagem latente tomogréfica
difusa por meio da recuperagcao dos espectros Raman. Estes espectros
Raman foram coletados de maneira ndo invasiva, associados a imagem e a
composi¢ao quimica do tecido humano e animal e de outros meios turvos. Esta
técnica foi aplicada a composi¢ao de imagem do tecido 6sseo de um membro
de cdo. A luz de excitacdo 785 nm foi empregada para impedir os danos
térmicos causados ao tecido. A reconstrugéo difusa tomografica foi usada, e a
posicdo que foi recuperada foi confirmada por imagens de tomografia

computadorizada.
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Srinivasan e colaboradores (2008) utilizaram a Espectroscopia
Raman Dispersiva como marcador bioquimico para predizer a composi¢ao do
tecido do osso predizendo fratura em osteoporose. A imagem latente da
tomografia obtida por espectros Raman foi possivel, entretanto a definicdo
espacial ainda foi baixa. Tomografia computadorizada (Raio X) forneceu a
imagem em alta resolugdo usada com orientacdo para a caracterizagao dos
espectros Raman. Esta hipotese foi testada a partir de espectros optidos de
polimeros construidos de Teflon e osso de cdo. A espectroscopia Raman
guiada por imagem (IG-RS) do membro do cdo auxiliado por imagens de
tomografia computadorizada pdde recuperar um contraste de 145:1 entre o
osso e o fundo cortical. Menos contraste foi encontrado consideravelmente
sem a imagem de Tomografia computadorizada para guiar a recuperacgao.
Este estudo apresentou os primeiros resultados sabidos de IG-RS do tecido

0sseo.



51

4 RESULTADOS




4

52

RESULTADOS
4.1  Analise Bioquimica do tecido mamario humano usando espectroscopia

Raman com transformada de Fourier (Anexo B).

Biochemical analysis of human breast tissues using

Fourier-transform Raman spectroscopy
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4.2 Avaliagao por Espectroscopia FT-Raman do tecido mamario da margem
ressectiva de carcinoma infiltrante (Anexo C)

FT-Raman Spectra of the Border of Infiltrating Ductal
Carcinoma Lesions

Photomedicine & Laser Surgery, v.25, n.5, 2007.
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4.3 Extracao sistematica de DNA de CDI mamario para caracterizagao por

Espectroscopia Raman (Anexo D)
DNA Extraction Systematics for Spectroscopic Studies
Sensors 2008, 8, 3624-3632; DOI: 10.3390/s8063624.
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4.4 Avaliacao de extensdo da lesdo de Carcinoma mamario em modelos

animal por Espectroscopia Raman Dispersivo transcutanea (Anexo E)

In vivo Raman spectroscopy for breast cancer:
diagnosis in animal model.

Biomedical Optical Spectroscopy, edited by Anita Mahadevan-Jansen,
Wolfgang Petrich, Robert R. Alfano, Alvin Katz, Proc. of SPIE Vol. 6853,
685300, (2008) 1605-7422/08/$18 doi: 10.1117/12.760089
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4.5 Discriminar por FT-Raman ex vivo e exame MMP19 os tipos histolégicos
de tecido mamario em Ratos Sprague-Dawley fémeas submetidas a

carcinogénese quimica (Anexo F)

Raman  spectroscopy  and  imunohistochemistry  for
agressiveness prediction of histological subtypes of breast adenocarcinoma.
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4.6 Raman transcutaneo in vivo no diagndstico do Adenocarcinoma Mamario

em modelo animal (Anexo G)

In vivo transcutaneous Raman spectroscopy in mammary
adenocarcinoma diagnosis.
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DISCUSSAO

Referir-se a aplicacdo da espectroscopia Raman em tecidos
biolégicos € explorar um campo de pesquisa muito recente, de 20 anos
aproximadamente, que somente dos nos ultimos dois anos pode realmente
iniciar suas verdadeiras exploragdes potenciais. A espectroscopia Raman tem
sido aplicada por muitos anos, principalmente a partir da década de 60, quando
a essa técnica foi associado o laser como fonte de excitacdo Raman. A partir
de entdo, inumeras possibilidades foram abertas e o desenvolvimento
tecnologico tomou parte importante das publicacbes nesta area. A partir da
década de 90, os estudos por espectroscopia Raman em tecidos biolégicos de
caracterizagcao foram iniciados, embora muito conhecimento sobre as
propriedades 6pticas dos tecidos biolégicos ja havia sido adquirido por meio da
aplicacdo da espectroscopia de absor¢ao no infravermelho. A principal
vantagem da espectroscopia Raman frente a espectroscopia de absor¢ao no
Infravermelho é a possibilidade de aplicagdo in vivo, pois a agua nao interfere
negativamente nos sinais. Desta forma, quando detectores dedicados e /asers
na regido do visivel e infravermelho proximo puderam servir para essa
aplicagdo, a espectroscopia Raman tornou-se uma ferramenta potencial de
analise biolégica para fins diagnésticos. Durante os ultimos 10 anos houve
muita dedicacdo em firmar a espectroscopia Raman como ferramenta
diagnostica para diversos tipos de espécies, bactérias, animais e humanos, e
classificagcdo de tecidos normais e doencas associadas. Dentro deste tema,
discutiu-se bastante sobre as possiveis aplicagcbes das diversas técnicas
Raman e seus equipamentos, como Micro-Raman, Raman in vivo, CARS e
SERS, veiculando a aplicabilidade dos espectros na elucidagao dos fendbmenos
bioquimicos dificeis de serem monitorados pela dificuldade de se trabalhar com

amostras complexas.

A caracterizagao das alteracdes bioquimicas dos espectros FT-
Raman de nove tipos histoldgicos associados ao tecido mamario humano foi
primeiramente evidenciada quando foram observados os espectros médios dos
grupos histopatologicos encontrados (mama normal, condigdo fibrocistica,

carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal in situ comedo, carcinoma ductal
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infiltrante sem tipo especifico, carcinoma ductal infiltrante inflamatdrio,
carcinoma ductal infiltrante medular e carcinoma ductal infiltrante mucinoso)
normalizados por meio do pico 1446 cm™. Todos os grupos apresentaram
praticamente o mesmo numero de bandas caracteristicas, entretanto puderam
diferenciar o tecido normal dos tecidos patolégicos por meio das alteragbes de
intensidade (aumento ou diminuicdo) relativas de algumas destas bandas,
como também observados por diversos autores (ALFANO et al., 1991; FRANK
et al., 1995; PAPPAS et al., 2000; SHAFER-PELTIER et al., 2002; HAKA et al.,
2002; STONE et al., 2004; BITAR et al., 2005; YANG et al., 2006). Por meio
destas observagbes foi possivel construir uma tabela de referéncia
descrevendo 12 dos principais modos vibracionais observados nestes
espectros médios. Estas frequéncias foram obtidas apds a deconvolugdo de
cada um destes espectros. Estes resultados foram confrontados aos dados da
literatura, e dessa forma, foi possivel atribuir cada modo vibracional a uma
molécula especifica (ALFANO et al., 1991; FRANK et al., 1995; PAPPAS et al.,
2000; SHAFER-PELTIER et al., 2002; HAKA et al., 2002; STONE et al., 2004;
BITAR et al.,, 2005; YANG et al., 2006). A construgdo desta tabela permitiu
executar uma analise bioquimica qualitativa dos tecidos mamarios humanos
normais e patologicos, e confrontar objetivamente os dados espectroscopicos

aos dados histopatolégicos.

O tecido mamario normal apresentou bandas Raman fortes em
1270, 1304, 1446, 1657 e 1747 cm™ identificando a quantidade grande de
lipidios nestes tecidos. Esses modos vibracionais estdo relacionados aos
estiramentos CN, CC e CO e o dobramento CH,. Redd e colaboradores (1993)
identificaram diferencas entre a concentracao de lipidios e caroteno no tecido
mamario por espectroscopia Raman. Neste estudo, mostraram que estas
bandas se apresentam mais intensas no tecido normal e menos intensas nos
fiboroadenomas e carcinomas, propondo que estas diferencas espectrais podem

promove o diagndstico diferencial.

Histopatologicamente, os tecidos malignos estudados
apresentaram alteragdes bioquimicas marcantes em relacdo ao tecido normal:

presenca de necrose, inflamacgao, presenga de cisto, variacdo do conteudo de
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DNA e principalmente aumento do conteudo de colageno. Quando foram
comparados os tecidos mama normal, carcinoma ductal in situ e carcinoma
ductal infiltrante, as alteracbes espectrais indicaram fortemente a alteracdo do
conteudo de colageno. Na regido de deslocamento Raman entre 800 e
1400 cm™ foram indicados os modos vibracionais referentes aos aminoacidos
prolina, valina, glicina e fenilalanina, que constituem a estrutura primaria do
colageno (LEHNINGER et al.,, 2004). Estes modos vibracionais se
apresentaram desobstruidos favorecendo o aumento da intensidade destas
bandas no tecido tumoral, especialmente quando o carcinoma se tornou
infiltrante. A origem da variagao de intensidade destas bandas esta relacionada
provavelmente ao conteudo de colageno nos diferentes tecidos (HELLMAN et
al., 2004). Além disso, o aumento do conteudo de colageno nos carcinomas foi
descrito em pele (HATA et al., 2000), pulm&o (KAMINAKA et al., 2001), mama
(ELMORE et al., 1998) devido a ocorréncia da reagao desmoplasica, também
conhecida como fibrose reativa, onde a deposicao de colageno é abundante e
ocorre como resposta do estroma a invasdo o cancer. Assim, 0os espectros
Raman do carcinoma ductal infiltrante mostrou as bandas de prolina, valina,
glicina e fenilalaina mais intensas em relagao aos outros tecidos (STONE et al.,
2004). Considerando que o carcinoma ductal infiltrante € o carcinoma que mais
acomete a mama, o indice relativo de colageno, determinado pela
espectroscopia Raman, poderia ser usado como indicador de patogenia do

cancer de mama.

Na regido de deslocamento Raman entre 1200 e 1800 cm
podem ser encontrados os modos vibracionais referentes a Amida | e Amida lll,
que correspondem as ligagdes peptidicas da estrutura secundaria de proteinas.
Estas bandas também se apresentaram mais intensas nos espectros dos
tecidos malignos, especialmente nos tipos infiltrantes. O modo Amida
corresponde a vibracdo de C, O, e os atomos de H no grupo CONH
(TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994). Mahadevan-Jansen e colaboradores
(1996) também observaram estas bandas estudando o papel das proteinas nos
tecidos benignos e malignos da mama. Além das diferengas entre os tecidos

benignos e malignos, no presente estudo também foi possivel verificar que
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essas alteragdes poderiam diferenciar carcinoma in situ de infiltrante, além dos

subtipos de carcinoma infiltrante.

Quando confrontados os espectros médios dos tecidos de
carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal in situ comedo e carcinoma ductal
infiltrante, foi possivel identificar as alteracbes espectrais referentes ao
conteudo necrotico. Os modos vibracionais em 1304 a 1310, 1446 e 1657 a
1660 cm™' sdo referentes & adenina, citosina, colageno, lipidios, carboidratos,
proteinas e pentoses, respectivamente. Estas bandas sdo muito similares em
relacdo aquelas descritas por Shafer e colaboradores (2002) que adquiriram
espectro de colesterol simulando necrose. As diferengcas de intensidade
poderiam estar relacionadas a presenca de necrose e linfécitos presentes
devido ao processo inflamatério ocorrido. Desta forma, estes modos
vibracionais poderiam diagnosticar a presenga de tecido necrético no cancer de

mama.

Para identificacdo espectral de conteudo cistico, foram
confrontados os espectros médios de condicao fibrocistica, carcinoma ducal
infiltrante e carcinoma ductal infiltrante mucinoso. As principais alteracdes
foram apresentadas na regido de 800 a 1000 cm™ relacionadas ao indice de
colageno (SINGER et al.,, 1995). As bandas referentes aos carboidratos,
presentes no conteudo da substancia amorfa dos cistos, dominaram a regiao
espectral entre 1020 e 1140 cm™. As bandas entre 1065 e 1085 cm™ foram
relacionadas ao estiramento CO do grupo CHOH acoplado ao grupo do CO dos
carboidratos. Essas observacdes favorecem a identificacdo de cistos em tecido

mamario.

Clinicamente, € de imensa importancia a diferenciagao entre
tumores in situ e invasivo, pois essa diferenga determinara a agressividade do
tratamento e progndstico proposto a paciente. Para demonstrar a capacidade
da espectroscopia Raman em diferenciar tecidos malignos in situ de infiltrante
foram comparados os espectros de tecido mamario normal, carcinoma ductal in
situ, carcinoma ductal infiltrante e carcinoma lobular infiltrante, relacionando o
potencial de invasibilidade & regido espectral da cisteina, entre 500 e 580 cm™.

O pico o mais intenso, em 538 cm™, foi relacionado as pontes do bissulfeto
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da cistina, apresentando intensidade crescente do tecido normal, carcinoma in
situ e carcinomas infiltrantes. Thomssen e colaboradores (1995) mostraram
que a catepsina lisossomal B e catepsina L (metaloproteinases relacionadas ao
tecido epitelial) formadas em grande parte pelo aminoacido cisteina, implicam
na propagacao e na metastase do tumor. Desta maneira, a variacdo da
intensidade do modo vibracional da cisteina em 538 cm” pode ser um
excelente indicativo de agressividade do tumor, indicado possibilidade de
metastase. Por esta razdo, esta regido espectral tem o potencial de ser
utilizada para o diagndstico diferencial em tempo real de lesbes in situ e

infiltrantes.

Por meio do presente estudo foi possivel estabelecer uma base
bioquimica para cada espectro encontrado, que podera ser util para o
diagndstico optico precoce de diversas patologias mamarias. Neste contexto,
foi possivel identificar e classificar o espectro Raman de tecido mamario da

margem ressectiva de CDI em relagdo aos espectros de Mama Normal e CDI.

Por meio dos resultados da analise estatistica multivariada do
conjunto de espectros Raman de mama normal e CDI, da regido espectral do
ente 500 a 1800 cm™, foi possivel observar dois grupos principais: A (grupo 3)
e grupo B, subdividido em 1B e 2B. O grupo 1B mostrou que todos os 26
espectros eram provenientes de tecido normal; o grupo 2B (17 espectros)
apresentou espectros de tecido de CDI. O grupo A (3A) compreendeu os 50
espectros remanescentes das amostras de CDI. Interessantemente, os 17
espectros do grupo 2B foram obtidos de amostras da margem de lesao de CDI,
como confirmado pela analise histopatoldgica dos espécimes analisados, que

apresentaram segmentos de tecido normal e CDI.

Observando-se a média e o desvio padrao destes trés grupos
espectrais (Mama Normal 1B, Margem 2B e CDI 3A) é possivel inferir que
existem grandes diferengcas entre eles. O grupo 1B apresenta intensidade
média mais elevada, enquanto os espectros do grupo 3A foram menos
intensos. O grupo 2B apresentou caracteristicas mais marcantes relativas ao
grupo 1B, exceto pelo aparecimento do pico em 538 cm™. Como descrito

anteriormente, este pico pode estar relacionado as pontes de dissulfeto da
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cisteina (BITAR et al., 2006). A analise bioquimica, por meio da observagao
dos espectros Raman, confirma que nos tecidos de margem ha conteudo de
cisteina intermediario, comparado ao tecido normal que n&o apresenta
praticamente esse pico e ao CDI que o apresenta mais intenso. Esses
resultados parecem fornecer dados para determinacdo dos limites entre o
tecido saudavel e patologico, indicando a necessidade de estudos para
aplicagao da espectroscopia Raman, além de auxiliar na inspecao de bidpsias,

Como guia cirurgico para determinagdo de margens seguras.

Para aprofundar o entendimento das alteracbes bioquimicas
decorrentes do processo carcinogénico associado a aplicacdo da
Espectroscopia Raman, foi desenvolvida uma metodologia adequada e
reprodutivel de extracdo e manutencdo do DNA de amostras de CDI de mama

humana para avaliagao por Espectroscopia Raman.

Recentemente, tem sido descrito sobre a aplicabilidade da
Espectroscopia Raman no diagndstico das doengas (NAUMANN, 2001) como
subtipos de cancer de mama, doengas da pele, estados degenerativos dos
tenddes, entre outros estados patologicos (PENTEADO et al, 2008),
evidenciando que a principal caracteristica que une essas patologias é a
alteracao genética. Consequentemente, é evidente que existe a necessidade
de serem observadas as contribuicdes espectrais dos acidos nucléicos (DNA e
RNA) de um tecido normal assim como sua variagdo no estado patolégico. O
desenvolvimento de sensores bioanaliticos especiais para sondar alteragdes
genéticas poderia ser inferido como uma aplicagao direta para favorecer esse

conhecimento.

Por meio da extracdo do DNA de amostras de tecido mamario
humano acometido por CDI, sob trés métodos amplamente aplicados na pratica
laboratorial, e testados por dois meétodos de indicagdo qualitativos e
quantitativos do DNA extraido, foi possivel escolher o método de extragdo mais
adequando, assim como indicar o método de armazenamento do DNA
especifico para aquisicdo dos espectros Raman. E importante salientar que a
integridade estrutural do DNA foi preservada em todas as fases do método

desenvolvido, além de ter se mostrado um método altamente reprodutivel.



65

Os espectros Raman obtidos do DNA foram obtidos com auxilio
do acessorio “célula de longo caminho 6ptico” acoplado ao sistema FT-Raman
(Bruker). As bandas de DNA foram encontradas em 883, 1276, 1456/1496,
1558 e 1670 cm™ atribuidas a espinha dorsal de O-P-O, citosina (C), guanina
(G); adenosina (A), e aos modos vibracionais de timina (T) do DNA, de acordo
com a literatura (TWARDOWSKI ; ANZENBACHER, 1994).

Os resultados deste presente estudo indicaram que € possivel
extrair DNA de qualidade apropriada do tecido mamario humano acometido por
CDI para aquisicdo de espectros Raman além de outras formas de
espectroscopia (IR, por exemplo). Estabeleceu-se que o método de DNeasy
com eluigdo final com agua deionizada apresentou alto indice de pureza e

elevada integridade estrutural do DNA

Até o momento foram descritos os métodos e resultados das
analises in vitro dos espectros Raman de tecido mamario humano com
finalidade diagnéstica. E importante lembrar que o conhecimento desenvolvido
por meio da associagdo da Espectroscopia Raman e Patologia tem intengdes
mais audaciosas do que somente desenvolver-se como método de
entendimento tedrico/laboratorial das doencgas. Pelo fato de ser factivel o
acoplamento de fibras Opticas aos espectrdbmetros Raman, tem sido
amplamente discutido o desenvolvimento de métodos de analises que
impliguem na aplicagdo clinica da Espectroscopia Raman (BARAGA et al.,
1992; CASPERS et al.,, 1998; MAHADEVAN-JANSEN et al.,, 1998; SHIM e
WILSON, 1998; SHIM et al., 1999; BUSCHMAN et al., 2000; HALON et al.,
2000; HUANG et al., 2001; CHOO-SMITH et al.,2002).

Inimeros obstaculos devem ser superados para que a
perspectiva de inclusdo clinica da espectroscopia Raman se estabelegca. Um
dos desafios € o desenvolvimento de cateteres Opticos dedicados, com
possibilidade de aquisicdo de espectros com discriminacdo de camadas em
profundidade; outro desafio € o desenvolvimento de espectrdbmetros mais
especificos para o comprimento de onda de excitagdo apropriado (geralmente
@ 785 nm ou @ 830 nm) para que os espectros possam ser coletados de

forma rapida, sendo possivel minimizar os efeitos de variagdo espectral por
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ocorridos pelo fluxo sanguineo e respiragcéo do pacientes (!). O passo seguinte
€ o pré-processamento e analise destes espectros, que devem ser feitas de
forma rapida, objetiva e sem qualquer interferéncia humana. InUmeros passos
ja foram dados nesta diregdo, como mostram estudos em pele humana (estrato
cérneo) in vivo, displasia escamosa, medidas em profundidade, espectros
Raman in vivo da melanina de pele humana, Raman Ressonante como um
método Optico rapido e ndo-invasivo para medir as concentragdes absolutas do
B-caroteno e do licopeno pele humana in vivo (WILLIAMS et al., 1993;
UTZINGER et al.,, 2001; KNUDSEN et al.,, 2002; CASPERS et al.,, 2003;
HUANG et al., 2004; DARVIN et al., 2005); diagnéstico de tecido normal e
displasico utilizando indugao de displasia quimica em modelo animal (BAKKER
SCHUT et al., 2000); micro-espectroscopia Raman confocal automatizada para
adquirir de maneira rapida os perfis moleculares da pele (CASPER et al.,
2000); Raman Dispersivo Ressonante in vivo para medir a concentracéo de
pigmentos maculares da retina humana in vivo de adultos jovens e idosos
(GELLERMANN et al., 2002); potencial diagndstico da espectroscopia Raman
NIR em distinguir pdlipos adenomatosos e hiperplasicos durante uma
endoscopia (MOLCKOVSKY et al., 2003; SHIM et al., 2007); qualidade éssea
por meio da analise dos espectros Raman transcutaneos das fases minerais e
organicas do o0sso, constru¢do de uma imagem latente tomografica difusa por
meio da recuperagdo dos espectros Raman (DRAPER et al.,, 2005;
MATOUSEK et al., 2006; SCHULMERICH et al., 2006; SCHULMERICH et al.,
2008); espectroscopia Raman transcutdnea da concentracdo de glicose no
sangue (ENEJDER et al., 2005); espectros Raman in vivo de tecido mamario

com finalidade de diagnédstico de cancer de mama (HAKA et al., 2006).

Dentro destas perspectivas, para verificar a potencialidade da
espectroscopia Raman em viabilizar o diagnéstico do cancer de mama in vivo,
foi proposto o desenvolvimento destes tumores em modelo animal, para
identificar a extensdo da lesdo de Adenocarcinoma Mamario por
Espectroscopia Raman Dispersiva Transcutanea e FT-Raman, e avaliar o
potencial prognostico da Espectroscopia FT-Raman ex vivo associado ao
exame MMP19.
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Primeiramente, €& importante salientar que os modelos
experimentais em animais sdo necessarios para elucidagdo da natureza do
processo carcinogénico do cancer de mama, da influéncia do hospedeiro e dos
fatores externos de desenvolvimento destas neoplasias. O modelo mais
extensamente usado é baseado na indugdo quimica por DMBA em ratos
(COSTA et al., 2002; AMAT et al., 2002; FOURNIER et al., 2006, RUDEL et al.,
2007; THAKUR et al, 2007). Além da praticidade, outras importantes
vantagens que favorecem a utilizagdo do modelo animal sdo a homogeneidade,
a reprodutibilidade e a necessidade de um tempo de indugcdo tumoral curto.
Nao obstante, as propriedades fundamentais deste modelo experimental séo
as similaridades com a patogenia humana, assim como as influéncias

enddcrinas, genéticas e dietéticas que afetam o processo neoplasico.

Os estudos de espectroscopia vibracional dos tumores
mamarios de modelo animal atualmente baseiam seus resultados no esquema
modificado de Scarff-Bloom-Richardson. Como o intuito deste estudo foi
desenvolver conhecimento para futura utilizacido da Espectroscopia Raman in
vivo em humanos, optou-se por basear a classificacdo dos tumores de modelo
animal apresentados no estudo de Costa e colaboradores (2002). Por essa
razao, apos a inducao por DMBA optou-se em comparar as lesbes humanas e
dos ratos simultaneamente, estabelecendo as similaridades e as diferencas
entre estes, favorecendo a validacdo do modelo experimental para
extrapolagcéo dos resultados na carcinogénese mamaria em humanos, sob uma

perspectiva histologica.

Os espectros coletados pelo Sistema Raman Dispersivo de
forma transcuténea in vivo, originaram oito espectros de um Adenocarcinoma
Cribiforme de 2 cm de didmetro. Foram coletados espectros no longo eixo
desta lesdo contemplando tecido normal fora da lesdo, espectros no centro da
lesdo e margem da lesdo. Os espectros tecido normal fora da lesao,
apresentaram maior intensidade, principalmente quando observado o pico de
1446 cm™'; os espectros no centro da lesdo apresentaram a intensidade menor
quando comparados aos primeiros. O espectro da margem da leséo

apresentou intensidade e caracteristicas intermediarias comparados aos outros
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dois grupos. Os espectros do primeiro grupo espectral foram adquiridos da
regido marginal do tumor, identificado clinica e histopatologicamente como o
tecido conjuntivo periférico normal. O segundo grupo espectral foi obtido do
tumor propriamente dito, classificado histologicamente como adenocarcinoma
cribiforme, o tipo mais comum em modelo de indugcdo experimental,
apresentaram caracteristicas similares como encontradas por outros autores
(BITAR et al., 2006). O espectro da margem de les&o apresentou intensidade e
caracteristicas intermediarias como descrito por Marzullo e colaboradores
(2007). Por meio deste estudo foi possivel estabelecer que é possivel distinguir
os espectros de mama normal, adenocarcinoma cribiforme e margem de leséo
por Espectroscopia Raman transcutanea. Entretanto, estudos ainda precisam
ser realizados, pois o tumor mamario em ratos € superficial e circunscrito, que
favorecerem a elucidagado dos resultados, diferentemente nos humanos, em

que os tumores de mama séao profundos e difusos.

Simultaneamente, também foram coletados espectros das
mamas dos ratos por meio da utilizagao do Sistema FT-Raman (Bruker). Foram
obtidos 100 espectros Raman in vivo transcutaneamente. A maioria dos
tumores desenvolvidos foram adenocarcinomas (tumores dos tecidos
glandulares), onde foram coletados 55 espectros transcutédneos, seguidos da
aquisicao dos espectros de mamas normais, que totalizaram 45 espectros. As
mamas normais foram oriundas das mamas das ratas do grupo controle e
mamas sem qualquer manifestacédo clinica de alteragcdo, das ratas do grupo
DMBA, histologicamente normais. O menor grupo formado foi o grupo das

lesdes benignas, formado por seis espectros.

Na regido espectral de 500 a 900 cm™ foi observada uma
grande influéncia do modo vibracional relativo ao quartzo pertencente a parte
distal (ativa) da fibra oOptica em todos os grupos diagndstico; entretanto,
felizmente, para este estudo que estabeleceu a classificagdo entre os tumores
malignos, doengas benignas e mama normal, sua influéncia pareceu uniforme
em todos os espectros ndo desfavorecendo o desenvolvimento do algoritmo
para classificagdo. Os modos vibracionais identificados para a lesdo mamaria

humana se repetem para o tecido mamario dos ratos, tanto normais quanto
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patolégico, como descrito por Bitar e colaboradores (2006) e Marzullo e
colaboradores (2007).

Os 105 espectros selecionados para a classificacdo espectral,
foram submetidos a Analise dos Componentes Principais (PCA). Foram
conservados os primeiros 10 componentes principais, entretanto, apenas os
primeiros quatro componentes principais utilizados para caracterizar o conjunto
de dados para promogéo de diagndstico. Foram obtidos dois grandes grupos
de dados: o grupo Normal foi composto em sua maioria por espectros de Mama
Normal (68 %), embora composto também por todos os espectros de Lesdes
Benignas (12 %) (Adenoma e Hiperplasia Mamaria) e 20 % de espectros de
Adenocarcinoma. O grupo Adenocarcinoma foi composto em sua maioria
(80,35 %) pelos espectros de Adenocarcinoma, sem separagado dos subgrupos
histoldgicos, e Mama Normal e 19,64%. Andlise dos Componentes Principais
(PCA) e Analise de Cluster (CLA) aplicadas para a classificagdo dos 105
espectros Raman obtidos in vivo em ratos Sprague-Dawley transcutaneamente,
resultaram na divisdo dos espectros em Mama Normal e Adenocarcinoma com

sensibilidade e especificidade de 83,33 % e 78,43 %, respectivamente.

Atualmente ndo ha trabalhos em Espectroscopia Raman que
tenham realizado estudos comparativos entre os resultados de um ensaio
imunohistoquimico e as alteragdes caracteristicas entre espectros Raman dos
tecidos analisados. No presente estudo, com o objetivo de encontrar tais
caracteristicas nos espectros, estes foram classificados por referéncia do
padrao arquitetural histolégico e graduagao da marcagédo da MMP19 de acordo

com Ramalho e colaboradores (2006).

Considerando os relevantes achados acima descritos, por meio
das primeiras impressdes sobre das analises dos espectros FT-Raman das
amostras ex vivo de tecido mamario de ratos, foi possivel afirmar que houve
discriminacdo entre os espectros de mama normal e de hiperplasia dos
espectros de adenocarcinoma mamario aplicando o algoritimo PCA/CLA aos
espectros Raman, sendo compativel aos resultados do exame

imunohistoquimico da MMP19.
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A MMP19 humana, recentemente identificada, tem a estrutura
basica caracteristica de todas as MMPs, incluindo a sequéncia do sinal do N-
terminal, um dominio pro-peptideo com residuos de cisteina necessarios para
manutencgao da laténcia enzimatica, a sequéncia de ativagao o qual contém um
sitio de ligagdo com o Zinco, e um dominio terminal “hemopexim”. A expressao
in vitro da MMP19 humana mostrou potente atividade de degradacido da
membrana basal e também foi capaz de degradar dois componentes da
cartilagem, chamados matriz protéica da cartilagem oligomérica e agrecan.
Interessantemente, MMP19 também foi identificada como um auto-antigeno em
alguns pacientes com artrite reumatoide. Djonov e colaboradores (2001)
propuseram que as MMP19 estdo presentes na camada mioepitelial dos ductos
e na camada endotelial dos vasos sanglineos assim como nos capilares. Com
o aumento do fendtipo invasivo e desdiferenciagcdo neoplasicas, a MMP19
desaparece e concomitantemente ha um aumento da MMP2. Explicando a alta
concentracdo em tecidos normais e/ou pouco diferenciados, como foi

encontrado neste trabalho.

As diferencas histolégicas entre os adenocarcinomas
cribiforme, papilar e sélido se referem ao modo de organizagdo das células
nestes diferentes padrbes. Sabe-se que a geometria de um composto
determina suas propriedades funcionais, ndo sendo diferente para os tecidos
bioldgicos. A conformacao cribiforme se assemelha mais com a mama normal,
em relacado aos padrdes papilares e principalmente o sélido que ndo apresenta
padrdao de aglomerado celular. Corroborado pelo ensaio de coloragéo
imunohistoquimica da MMP19, o padrdao menos agressivo foi o cribiforme,
seguido de papilar e do sélido. De acordo com Russo e colaboradores (1996),
geralmente os padrdes arquiteturais do carcinoma mamarios de ratos sao
padrées mistos, ou seja, os trés padrdes descritos se misturam dentro de uma
unica lesdo. O diagndstico € dado pelo padrdo dominante na lesdo. Entretanto,
€ possivel encontrar padrbes isolados dos tipos arquiteturais de
Adenocarcinoma Cribiforme e Papilar. O padrao Sélido pode ser somente
encontrado associado aos outros padroes. Dessa forma, considerando as
informacdes fornecidas pelo exame da MMP19, pode ser concluido que o

aparecimento do padrao Sélido nas lesbes denota um padrao mais agressivo.
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A analise dos espectros FT-Raman ex vivo do tecido mamario
de ratos Sprague-Dawley fémeas obedeceram ao algoritmo matematico
proposto por diversos autores (HAKA et al., 2005; MOURANT et al., 2005;
AFSETH et al. 2006; CAO et al., 2007) que associaram a fase de pré-
processamento automatico e analise estatistica multivariada com propdsito
diagnostico, contemplando as duas regides de deslocamento Raman que
caracterizam o tecido biolégico: (a) a regido de “Fingerprint” (500 a 2000 cm™)
e (b) a regido de Alta freqiiéncia Raman (2800 a 3020 cm™). Os espectros do
tecido mamario de ratos encontrados neste estudo, com concordéncia a
descricao de similaridade histoldgica entre o0 mesmo tecido em humanos e
ratos, também apresentam profundas similaridades, que favoreceram
enormemente a descrigdo (que pode ser baseada na descrigdo prévia deste
trabalho para o tecido mamario humano — Resultado 4.1), a compreensao e o

desenvolvimento de metodologia de analise diagndstica.

Como perspectiva, tendo em vista até o presente momento
explorado algumas aplicagbes experimentais da Espectroscopia Raman em
tecido mamario humano e discutido com o estado da arte da literatura, é
possivel que sejam feitas consideragbes sobre futuras investigagbes com

proposito de inclusdo desta técnica em ambiente clinico.

Apesar de ainda serem necessarios novos empreendimentos
tecnoldgicos para a construgdo de um equipamento robusto, portatil, confiavel
que produza sinais Raman reprodutiveis, ainda assim, deve ser considerada,
mesmo para a construcdo de um protoétipo clinico, a inclusdo da problematica a
ser investigada. E possivel que um unico equipamento Raman seja utilizado
para a monitoracdo de diversos tipos de tecido, entretanto, o “software” deste
sistema, ou seja, o método de pré-processamento e analise dos espectros
Raman, devera provavelmente ser individualizado para cada uma das

aplicagdes.

Para tanto, a inclusdo da espectroscopia Raman em ambiente
clinico também sera um desafio, este, altamente planejado. Sendo a principal
vantagem da espectroscopia Raman transformar informacgdes

bioldgicas/quimicas em eletronicas, favorecendo armazenamento e analise de
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informagdes, € factivel que também sejam incluidas eletronicamente as
informacdes e exames prévios dos pacientes para que dessa forma a
Espectroscopia Raman possa finalmente contribuir para o diagnostico precoce

do paciente favorecendo a manutencgao de sua vida!
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6 CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Este estudo apresentou a aplicagdo da técnica de
Espectroscopia Raman como ferramenta de analise viavel para o estudo de
tecido mamario humano e animal com finalidade de diagndstico de Cancer de

Mama. Com base nos resultado, foi possivel:

Caracterizar e associar as alteragdes bioquimicas aos
espectros FT-Raman de nove tipos histolégicos associados ao tecido mamario

humano;

Identificar e classificar o espectro Raman de tecido mamario da

margem ressectiva de CDI em relagdo aos espectros de Mama Normal e CDI;

Desenvolver a metodologia mais adequada de extragcdo de

DNA para avaliagao por Espectroscopia Raman;

Identificar a extensdo da lesdo de Adenocarcinoma Mamario

por Espectroscopia Raman Dispersivo transcutdnea em modelo animal,

Diagnosticar o Adenocarcinoma Mamario por meio da Raman

transcutaneo in vivo;

Avaliar a agressividade das lesées de Adenocarcinoma
mamario por espectroscopia FT-Raman ex vivo e exame MMP19 em modelo

animal.
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ANEXO B Biochemical analysis of human breast tissues using Fourier-

transform Raman spectroscopy.
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Biochemical analysis of human breast tissues
using Fourier-transform Raman spectroscopy
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Abstract. Ve employ Fourier—transform Raman spectroscopy to study
narmal and tumoral human breast tissues, including several subtypes
of cancers. We analyzed 194 Raman spectra from breast tissues that
wiere separated into 9 groups according to their cormesponding histo-
pathological diagnosis. The assignment of the relevant Raman bands
enabled us to connect the several kinds of breast tissues (normal and
pathological) to their comesponding biochemical moieties alterations
and distinguish among 7 groups: normal breast, flbrocystic condition,
duct carcinoma in situ, duct carcinoma in situ with necrosis, inflltrat-
ing duct carcinoma not otherwise specifled, colloid infiltrating duct
carcinoma, and invasive lobular carcinomas. We were able to estab-
lish the biochemical basis for each spectrum, rlating the observed
peaks to specific biomolecules that play a special role in the carcing-
genesis process. This work is very useful for the premature optical
diagnosis of a broad range of breast pathologies. Ve noticed that we
were not able to differentiate inflammatory and medullary duct carci-
namas from inflltrating duct carcinoma not othensise specified. © 2005
Eociey of Phalo-Opticl Instumentatian Engineers. [DI01: 100111 71.136336]
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1 Infroduction examinations, 31.7% of all women experienced at least cne

false positive from edther test. Other inconveniences are re-

Breast cancer is the most common malignant tumor found in
women in the Western world. Usually, breast cancer screening
imvolves two steps. The first one is the search for palpable
lesions in the anoual clinical breast examination. The second
one i3 the X-ray mammography. in which suspicious local
density changes could be detected. Whenever the tissue is
particularly dense throughout. ultrasound may also be used to
locate suspicious regions. If a leslon is found during the ex-
amination, the tissue iz submitted to biopsy—which could
range from the fine-needle aspiration of single cells to the
surgical removal of the entire suspicious mass by excizional
biopay. The main problem of the fine-neadle aspiration -
dure i= the high rate of false positive. Elmore et al.’ have
shown that over a 10-year pericd, during which subjects re-
celved a median of four mammograms and five clinical breast

Address all correpondence 1o Almon Abrahlo Martin, IPED, UMYAR 83
Shishimra Hifumi, 2911, 5o jed dos Campos, S50 Faulko 12244-000, Brazll; Ti:
+55 012 39471165 ; Fax: +55 012 ¥471165; E-malt amarin@univapbr

Joumal of Biomedical Optics

054001.1

lated to the time expended in awsiting the biopay result as
well as the biopsy procedure itself.

The breast iz a large secretory gland composad of 15 to 25
autoncmous and empty lobes connectad to the nipple. The
lobes thermselves are divided into smaller undts, called lobules,
which are commectad by ducts. Lobular and duct elements con-
slst of single layers of epitheliol and myoepithelial cells” The
breast undergoes many changes throughout o woman's life,
both progressive due to puberty, pregnancy, and mencpause
and cyclical dus to menstruation. Hommones regulate these
changes. This dynamical activity could induce a kot of oppor-
tunitiea for disease. Usually, breast pathology is extremely
diversa, but it could be divided imto two main categories:
berign and malignant pathologies. Most benign breast lesions
are part of a spectrum of fibrocystic changes, whereas T0% of
malignant lesions are infilrating duct carcinomas.”

108 3355572006111 [T054001/5522.00 © 2006 SFIE

SeptemberTictober 2006« Val. 11(3)
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ANEXO C. FT-Raman Spectra of the Border of Infiltrating Ductal Carcinoma
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FT-Raman Spectra of the Border of Infiltrating Ductal
Carcinoma Lesions

ANA CAROLINA DE MIRANDA MARZULLO, B.5.! OSMAR PINTO METO, M.5c.2
REMATA ANDRADE BITAR, M.5c.,! HERCULANO DA SILVA MARTINHO, Ph.D.!
and ATRTON ABRAHAD MARTIN, Ph.D.!

ABSTRACT

ibjective: The characterization of the FT-Raman spectra of the borders of lesions Is of great importance in
guiding the surgeon during surgical intervention. Background Data: The main goals of this study were to in-
vestigate spectra of the borders of lesions of samples of infiltrating ductal carcinoma (1DC) and to determine
the characteristics of these specira. Methods: A total of 93 spectra were collected from five samples of healthy
tissues and from 13 samples of IDC breast tisswes using FT-Raman spectroscopy. Cluster analysis was used
to separate the spectra into different growps. The results obtained from the statistical analysis were confirmed
by a histopathological analysis. Resulis: The resulis showed that 17 out of the 67 spectra collected from the
IDC samples demonstrated wide variety. The only significant difference between the peaks of the spectra of
normal tissmes and these of lesion borders Is a peak at 538 o ! This peak is related to disulfide bridges in
cysteine, and it seems to be the main factor for the FT- Raman determination of the boundaries between healthy
and pathological tissue. Conciusions: These resulis serve as a foundation for future studies and application of

Raman spectroscopy for optical diagnosis to guide biopsy and surgical intervention.

INTRODUCTION

REAET CANCER is the most common cancer among women.

Of all types of breast cancer, the most commen is infil-
trating ductal carcinoma (IDC), which compe s approzimately
F%—80% of breast cancer cams.!

Diagnostic mammography. self-examination, and ultrasound
are the most commen bclm.i.qm for drbcﬂ.u,g beeast cancer.
These wechniques detect alterations of normal beeast tissve, but
these alerations are not uniquely correlated with breast cancer.
Therefar they serve as screening tests mather than diagnostic
teals. This is shown by the fact that only 109%—25% of mam-
mogrphically detected lesions are found o be malignant upon
needle biopsy.? Each year, many bealthy women are subjeced
o breast biopsies, which cause unpece ssary discomfortand high
medical costs? D.l.u.gucﬂ: b‘j Faman spsctroscopy is a mmini-
mally invasive optical method that has been studied as an al-
emative to current diagnostic echniques? Several gudies of
breast cancer diagnosis using Raman spectroscopy have dem-

onstraked this methad's potental for in vive dingnosis. Haka et
al.¥ obiined 4% mnsdtvity and 96% specificity for distin-
guishing cancerous tissses from normal and benign tissues. In
another study by Halkn et al ¢ they found perfect sensitivity and
specificity for distinguishing cancerous from normal and be-
nign tissues for a small data set. Mahadevan-Jansen et al? dif-
ferentiated precancercus from normal tissues, inflammaticn,
and metaplasia with & sensitivity and specificity of 82% and
9%, ml];le-cl‘.‘i.'r\ol'_r.. in an unbiasd et

Thewe is currently & need to determine the speciral charac-
teristics of the borders of IDC ledons® This is not only im-
portant to understand the variability among IDC spectra, but
also so that Raman spectroscopy can be used in the futume o
guide surprons and belp them determine the boundaries be-
tween healthy and unhealthy tisnes

The main goals of this shady wem to investigate spectra of
the borders of IDC lesions and to determine the main charac-
teristics of these spectra. In some studies, meseanchers divided
ﬁnlpﬁiﬁﬁmmlmdpuﬂmhﬂvulrjnmlnbo L]

'Lahoratéric de Espectroscopin Vibracional Biomédica® Labaratério de Makemitica Aplicada, Instituin de Pesquisa e DesenvolvimenboIP&D),
Universidade do Vale do Paraiha-UniVep, 520 José dos Campes, 510 Paola, Braeil.
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ANEXO D. DNA extraction systematics for spectroscopic studies.
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Abstract: DNA study allows understand the biochemical changes that follow diseases, like
cancer, promoting the development of early preventive inguiry and more efficient individual
treatments. Raman spectroscopy can be an important tool in DNA study, since it allows
verify molecular vibrations of genetic material, however, extracted DNA needs to be
purified in an extreme manner. This work's goal is establish a suitable systematic for DINA
extraction in suitable concentrations to its study by Raman spectroscopy.

Keywords: DNA, Raman spactroscopy, Cancer,
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ANEXO E. In vivo Raman spectroscopy for breast cancer: diagnosis in animal

model.

In vive Raman spectroscopy for breast cancer: diagnosis in
animal model

a a E a a b
R Bitar®", M.A. Martins', D. Ribeiro., C. Carvalbo’, EAP. Santos, LN.Z Ramalho . F.
Ramalho , H Martinho , A A Martin

Iahmahmn&FspacmuqnaVlbtmmlemdma UNIVAP, Av. Shishima Hiftmi,
2911, 530 José dos Campos, SP, Brazil 12244-000;

Departammlochl’atolugla Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto/USE, Av.
Bandeirantes, 3900, Ribeirdo Preto, SF, Brazil 14049900

ABSTRACT

Flaman spectroscopy has been well establizhed as a powerful method for studying biological tisspes and
dizpnosing diseases. In this study we have developed 3 breast cancer animal model and collected in
vivo Faman specira of manunary glands of 27 Spragme-Dawley female rats reated with DMBA and 5
non-treated nsed as control group. A dispersive Raman spectrometer with a (@785 nm laser excitation
coupled 3 fiber optic probe and a COCD detector was used to obtain the spectra. The obtained in vivo
transcutanecns Baman spectra have shown important differences between nomnal and abnormal tissues
when scquired from one side to the other side of the lesion.

Eeywords: Faman Specroscopy, Optical Biopsy, Breast Cancer in Animal Model

1. INTRODUCTION

According to the Mational Institutes of Health, breast cancer is the most diagnosed non-skin cancer and
the second leading cause of cancer death amonz women worldwide. Although the breast camcer
dizgnosis rate has mcreased, there has been a steady drop i the overall breast cancer death rate since
the early 1990"s. Depm&ngmthsmufﬁemmudﬂumvhmmnfﬂebmhmdﬁ, survival
rates can vary from 45 % to 95 %. The key problem with the breast is the variation in demographic
siza, texture, chemical composition, and age. ™

M-ray mammoeraphy is the zold standard for breast cancer screening and detection. Mammoeraphy is
most sensitive in women over 35 to 40 years of age becanse of their famy breast composition and less
effective and sensitive in younger women because th.e:rh.m;\eraien.m!{I:cm!\s:sls.."2 For younger women,
ulirasound is commaonly used. Magnetic resonance imaging (METI) can slso play a siznificant role in the
dizgnosis and characterization of breast disease. According to the Matonzl Cancer Institute, up o 10 %
of all breast cancers are not discovered by X-ray mammograply. It also suffers from a sipnificant
pumber of false poesitives that often lead to unnecessary biopsy, since biopsy is generally required to
determine malignancy in most women with an abnormal manmeosram. Althongh these methods have a
hizh sensitivity (=75 %), only one of four detected lesions will prove to be cancer at pathology. The
remaining tumor masses are benizn or inflammatory. All three technigues, X[-ray manunography,
lirasound, and MEI provide high spatial resolution, buot comparatively litle mformation about

mﬂﬁd Anka Mahadevan-Jansen,
% Alvin Proc. of SPIE Val. E353,
(2008) - 1605-7AZ2N0ES513 - dok 10111712 760089

Proc. of 3PIE Vol 6853 E35300-1
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ANEXO F. Raman spectroscopy and imunohistochemistry for agressiveness
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Raman technology has been sudied since 90's decade with the obiective to develop a fast trustful, and
w minimally invasive dispnostic clinical method for several cancer diseases. The high incidence of breast
cancer in worldwide and the difficulties of early diagnosis have been raising an inest to contribuke for
this echnology. The cbiject of this study is to snalyze FT-Raman spectra from normal and diseased
mammary tissees in animal model to identfy some differences that could diagoese snd explsin a
malignant transformation. Mammary adenocarcinoma was induced in #male rats by a single dose of 50
11 mg of DMBA (7, 12-dimethylbenz{ajanthracens). The Raman spectra had been collected by a FT-Raman
system (RFS 100 - Bruker), using & 1064 nm & excitation laser source. Using imunchistochemical
echnique for the identification of MMP19 it was possible to classify the samples by malignant graduation
in accondance fo the classification esults of PCA and CLA alporitm. It ws possible to verify that normal
beeast, benign lesions, and adenocarcinomas spectra, including the subtypes (cribiforme, to papillar and

a solid) could be diagnosed and also some vibrational bands mepomsible for this classification were

identified.

Introduction

The mammary cincer is the second most common type of cincer
among the world population, with a survival rate of 61% afier 5
o years. The number of new mammary cancer cases expecied for
2008 in Brasil was 49.400, with an estimated risk of 51 caes for
every 100 thoumnd women Lately, methods bassd on
histopathologic standards are used to confirm diagnosis .
Recently, on the lieratue, ther are many studies that use the
n optical espactmcospy on the f¢ vire anslysis of mammary
malignant and bemign * Y. However, Raman i vive
exxperiments are scarce due to the gmat difficulties of the
B chnique® 418,
Rehman et al. (2007) "7 described a non-destnictive method of

analysis of the same samples that ae used for histopathologic
evaluation. The mammary cancer were snalyzed to demonstrate
that it is possible to characerize the chemical alerations befome
i the biological tssue present alterations. These alerations ane
precisely identified, and the results are mproducible. The analysia
of lissue sections promoles distinet spectra that can be used o
distingitish among the nuclear gradustions of the ductal
carcinoma s site (DCIS) and intraductsl carcinomes {IDC) of
41 the breast. Sixty cases of mammary cancer including DCIS and
IDC and seven cases of mormal breast wem studied thmugh
Raman spectroacopy. In that sdy, Rehman and partners reported
for the first time the spectral differences among the different
D18 graduations. Trough that study, it was poasible to conclude
w that the Raman spectroscopy can objectively distinpuish the
praduations of DCIS and IDC in & non-destructive and

reproducible manner. 1t could be possible in the future to use the

Raman spectroscopy &5 an informative and qualitative method to

clamify the disgoogis of differemt degrees of mammary
= CAICiNoma.

Thus, experiments that use experimental models to
induce carcinogenesis ame particulary important for the study of
clinical applicability of the spectmacopy in the cancer diagnosis.
The animal model seeme o be a scientifically sccepiable way o

wovercome the first challemges, as their mammary gland may
pesent simmilar diseases to the human mammary %1%
Coreidering the pecessity of mammary cancer studies through
Raman spectroscopy, this study objets oo evaluse and
discrimina®  the histologic  subfypes  of  mammary

o adenccarcinoma  in snimal model  through  FT-Raman
spectroscopy associsied to ininohistochemistry.

Material and Methods

This easearch followed the policies and mles that ®gulse the

 researchs imvolving animal and the ethic principles on the animal
experimentation, edild by the Brazilian College of Animal
Experimentaion (COBEA) snd obtained approval of the
Commiks of Ethics in Researchs of the University of Vale do
Paratha (CEPATHIV AP}

7 Experimental Mammary Carcinoge nesis

The experimental group of animals was formed by 20 young

virgin Sprague-Dawley  male rats. Mammary gland tumors were
indaced by a singke deee of S0mg of DMBA (7,12
dimethylbenzja)anthracene) diluted in soy oil (1mL) given
n intragestrically by gavage . All of the mts, with an avemge
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ANEXO G. Raman transcutaneo in vivo no diagnéstico do Adenocarcinoma

Mamario em modelo animal.
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The application of Famsn spectroscopy io diagnose breast cancer has been overcoming technologic
u chalknpes on its clinical use. However, the idea of establishing a real sysem for its applicability is a
tecent discussion.  This project simed on adapting the method of mammary carcinoma induction in
Sprague-Dawley mis to obtain mammary tumors possible to be anatyzed by the Ramsn spectoscopy;
adapt the FT-Ramsn Spectrometer RamPmbe (Bruker) to the normal and tamoral mammary glands;
acquie a number of Raman spectra that am proportionally stafistically visble to the histologic types
1 found; mathematically analyze the transcutanecus im vive Raman spectra, observing the spectral @ gions
550 to 2000cm™. As a conclusion, it was possible, by means of the Principal Components A nalysis
(PCA) and Cluger Analysis (CLA) applied to classify 105 Raman spe ctra obtained transcutsne ously from
Sprague-Dawley rats, to classify the Mormal Breast from Adenocarcinoma spectra with sensibility and

specificity and of 83.33 % and 78.43 %, respectively.

u Introduction

The sysems of experimental models are particularly useful for
the smdy of mammary carcinogenesis. Among these systems, the
omes of chemical induction in rats ae mome used for many
measons.  Firsly, the mammary glands in rats show a high
= susoeplibility to develop neoplasiss, and these mecplsms mime
the human msmmary disesses. Most tumom developed in
experimental model: | wem malignant, specifically
adenocarcinomas. The beginning of the carcinogenesis occurm, as
in the humam bresst, first in the final duct of the lobular
n sesmion’', Comparative shadies show that there are estrogen and
progeserone meeeptons with identical properties in both mat and
human systems"™, which explains the positive dependence on
hormones and mutations in the Ra= gene in carcinomas of both
systems™  Sacondly, the biclogical behaviour of experimental
= mammary tumors has been well characerized and the age of the
host in the phase of exposume to the carcinogen, the reproductive
history, the endocrine environment, the diet, among other many
factors that influence the start and development of the timors,
were well established’, For these ressons the mammary cancer
w induced in rats as ex perimental models seems io be the most used
to study mammary cancer™.

The histologic analysis of the mammary mmors is essemntial o
de fine the bemign or malignant nature of thess tamors, in onder to
eatablish the aggressivensss of the malignant tumoms  Moreover,

41 BOMe microscopic characteristics indicate, essentially in classic
form (or other specific designations) of the infilirating ductal
carcinoma, the clinical behaviour and also the thempeutical
option. Since the imroduction of these animal models in sudies
of mammary carcinogenesia, many wview articls were published

= to estsblish the microscopic characteristice of these lesions in
onder o promots comparative studies based on human

diseases™ *™. 4l these studies agmed that the mammary cancer
developed more frequently in mats under induction am of the
cribiform andfor papillary area standard. Momover, they show,
» pedominantly, a Dominvasive or micro invasive growing
standard and a low index of metsstssis development. These
morphologic and biologic chamcedstice differ from those
described to human imvasive carcinomas, which typically show
ductal standard, with infiltrative growth and metestatic behaviour.
a ‘Combined, all these characteristica contribuie to the difficulty
in eatsblishing a clear distinction betwesn malignant and bemign
mamrary wmors in rats. Therfore, Young and Hallowes (1973)
1 in order to add knowledpe o the classification of mammary
tumors in rats, defined a series of bemignity and malignancy
4 criteria, later adoped by many authors, having == the object the
precise disgnose of these lsion in most of casea. The best
classification method for the mammary tumors used nowadays
estblished as 8 conmsemsus during & confrence in Hanover,
(1967}, This classification mlsies the pecplastic lesion to the
n non-neoplastics ones in the human and rats’ mammary glands It
=semed clear that most of the lesion found in humsns have
similarities to the pathologic in rats.  However, thers ae some
Iesioms that are specifically hurnan, such as the Mammary Paget s
Diseaze, Medular Infiltrating Ductal Carcinoma and Infilirating
1 Lobular Carcinoma, which still were not found in rats.

Thus, besing studies om animal models jespecifically rats)
that later can be used in human mode] seems to be & scintifically
accepted means of facing the first challbnges to be overcome. In
this study, all the provess of generating mammary timors in rats

wthrough  chemical induction, spectra acquisiion smd  their
diagnostic classification in bemign or malignant enriched the
overcome of the s challenge s, projected or not.

These challnges am present since the handling of the
animals, to the Raman experiment assembling, the knowledpe of
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