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À minha mãe, Liliana. 

 

Suas Mãos  
 

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

 
Tentam. Insistem, caprichando. 
Mandam vir o leite mais nobre. 

Ovos de qualidade são os mesmos, 
manteiga, a mesma, 

iguais açúcar e canela. 
É tudo igual. As mãos (as mães?) 

são diferentes. 
 

Carlos Drummond de Andrade 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao Bráulio, 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 magnólia das nebulosas. 

Além, muito além do sistema solar, 
até onde alcançam o pensamento e o coração, 

vamos! 
vamos conjugar 

o verbo fundamental essencial, 
o verbo transcendente, acima das gramáticas 

e do medo e da moeda e da política, 
o verbo sempreamar, 

o verbo pluriamar, 
razão de ser e de viver. 

 

Carlos Drummond de Andrade 
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Lágrimas e Tormentos 

 

“Lágrimas, tormentos 

Quantas desilusões 

Foram tantos sofrimentos e decepções 

 

Mas um dia o Destino a tudo modificou 

Minhas lágrimas secaram 

Meus tormentos terminaram 

Foi uma nuvem que passou 

 

E hoje a minha vida é um carrossel de alegrias 

E como se não bastasse, estou amando de verdade 

Me perdoa se eu me excedo em minha euforia 

Mas é que agora sei o que é FELICIDADE”. 

 

Argemiro Patrocínio 



 
ESPECTROSCOPIA RAMAN IN VIVO NO ESTUDO DO CARCINOMA 
MAMÁRIO INDUZIDO EM MODELO ANIMAL: IMPLICAÇÕES PARA 

BIÓPSIA ÓPTICA 
 
 

Resumo 
 

 

A aplicação da espectroscopia Raman no estudo de carcinoma 
com finalidade diagnóstica é uma promessa a olhos vistos. A versatilidade da 
técnica permite que sejam estudadas amostras de diversas origens e 
preparações. Neste estudo, foi possível abranger algumas técnicas de 
aplicação da espectroscopia Raman em tecido mamário humano e animal com 
finalidade de diagnóstico do carcinoma mamário. Foram utilizados os 
espectrômetros FT-Raman e Raman Dispersivo para adquirir espectros de 
tecido mamário humano in natura, do material genético extraído destes tecidos 
e do tecido mamário normal e com adenocarcinoma induzido em modelo 
animal com auxílio de fibra-óptica para coleta in vivo. Com auxilio rotinas 
matemáticas baseadas em algoritmos de análise estatística multivariada, foi 
possível classificar esses espectros em função de seu estado fisiológico ou 
patológico e entender as alterações espectrais, associados ao processo 
carcinogênico, que favoreceram essas interpretações. Dessa forma, foi 
possível: (a) caracterizar e associar as alterações bioquímicas aos espectros 
FT-Raman de nove tipos histológicos associados ao tecido mamário humano; 
(b) identificar e classificar o espectro Raman de tecido mamário da margem 
ressectiva de CDI em relação aos espectros de Mama Normal e CDI; (c) 
desenvolver a metodologia mais adequada de extração de DNA para avaliação 
por Espectroscopia Raman; (d) identificar a extensão da lesão de 
Adenocarcinoma Mamário por Espectroscopia Raman Dispersivo transcutânea 
em modelo animal; (e) avaliar o prognóstico do Adenocarcinoma mamário por 
FT-Raman ex vivo e exame MMP19 em modelo animal; (f) classificar por 
espectroscopia FT-Raman transcutânea in vivo o Adenocarcinoma Mamário 
em modelo animal. 

Palavras-Chave: Espectroscopia Raman, Biópsia Óptica, Câncer de Mama, 
Análise Estatística 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 INTRODUÇÃO 

Em 2005, de um total de 58 milhões de mortes ocorridas no 

mundo, o câncer foi responsável por 7,6 milhões, o que representou 13 % de 

todas as mortes. Os principais tipos de câncer com maior mortalidade foram: 

pulmão (1,3 milhão); estômago (cerca de 1 milhão); fígado (662 mil); cólon 

(655 mil); e, mama (502 mil). Do total de óbitos por câncer ocorridos em 2005, 

mais de 70 % ocorreram em países de média ou baixa renda (WHO, 2006). 

Estima-se que em 2020 o número de casos novos anuais seja da ordem de 15 

milhões. Cerca de 60 % destes novos casos ocorrerão em países em 

desenvolvimento. É também conhecido que pelo menos um terço dos casos 

novos de câncer que ocorrem anualmente no mundo poderiam ser prevenidos. 

Parkin e colaboradores (2001) estimaram que o número de casos novos de 

câncer em todo o mundo seria maior que 10 milhões. Os tumores de pulmão 

(902 mil casos novos) e próstata (543 mil) seriam os mais freqüentes no sexo 

masculino, enquanto que no sexo feminino as maiores ocorrências seriam os 

tumores de mama (1 milhão de casos novos) e de colo do útero (471 mil). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e válidas 

também para o ano de 2009, apontam que ocorrerão 466.730 casos novos de 

câncer. Os tipos mais incidentes, à exceção do câncer de pele do tipo não 

melanoma, serão os cânceres de próstata e de pulmão no sexo masculino e os 

cânceres de mama e de colo do útero no sexo feminino, acompanhando o 

mesmo perfil da magnitude observada no mundo. O câncer de mama é o 

segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e o mais comum entre as 

mulheres. A cada ano, cerca de 22 % dos casos novos de câncer em mulheres 

são de mama. 

O número de casos novos de câncer 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 região Sudeste, o câncer 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 não melanoma, este tipo de câncer também é o 

mais freqüente nas mulheres das regiões Sul (67/ 100.000), Centro-Oeste (38/ 
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100.000) e Nordeste (28/ 100.000). Na região Norte é o segundo câncer mais 

incidente (16/ 100.000). 

Os fatores de risco relacionados à vida reprodutiva da 

mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestação a termo 

acima dos 30 anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de 

reposição hormonal) estão bem estabelecidos em relação ao desenvolvimento 

do câncer de mama. Além desses, a idade continua sendo um dos mais 

importantes fatores de risco. As taxas de incidência aumentam rapidamente 

até os 50 anos, e posteriormente seguem de forma mais lenta. Essa mudança 

no comportamento da taxa é conhecida na literatura como "Clemmesen´s 

hook", e tem sido atribuída à menopausa. Alguns estudos apontam para dois 

tipos de câncer de mama relacionados com a idade: o primeiro tipo ocorre na 

pré-menopausa e é caracterizado por ser mais agressivo e estrogênio receptor 

(ER) negativo; o segundo ocorre na pós-menopausa e está associado com 

características indolentes e principalmente por ser ER positivo. As variações 

morfológicas também estão relacionadas ao ER, como por exemplo, os 

carcinomas medulares estão relacionados ao ER - negativos e os carcinomas 

tubulares e lobulares em ER - positivos. Com relação aos carcinomas 

medulares, pode-se dizer ainda que eles estão associados às mutações no 

gene BRCA1 e são mais freqüentes em populações de baixo risco, como as 

japonesas. Por outro lado, os carcinomas tubulares e lobulares têm associação 

com as mutações do gene BRCA2 e são mais comuns em populações de alto 

risco, como os Estados Unidos. 

A prevenção primária dessa neoplasia ainda não é 

totalmente possível devido à variação dos fatores de risco e as características 

genéticas que estão envolvidas na sua etiologia. Novas estratégias de 

rastreamento factíveis para países com dificuldades orçamentárias têm 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 

detecção precoce. 

No Brasil, o Ministério da Saúde recomenda como principais 

estratégias de rastreamento populacional um exame mamográfico, pelo menos 
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a cada dois anos, para mulheres de 50 a 69 anos e o exame clínico anual das 

mamas, para mulheres de 40 a 49 anos. O exame clínico da mama deve ser 

realizado em todas as mulheres que procuram o serviço de saúde, 

independente da faixa etária, como parte do atendimento à saúde da mulher. 

Para mulheres de grupos populacionais considerados de risco elevado para 

câncer de mama (com história familiar de câncer de mama em parentes de 

primeiro grau) recomenda-se o exame clínico da mama e a mamografia, 

anualmente, a partir de 35 anos. Apesar de ser considerado um câncer de 

prognóstico relativamente bom, se diagnosticado e tratado oportunamente, as 

taxas de mortalidade por câncer de mama continuam elevadas no Brasil, muito 

provavelmente porque a doença ainda é diagnosticada em estágios 

avançados. 

Inúmeras frentes de pesquisa, em diversos centros de 

referência no tratamento de câncer e em universidades, se baseiam no 

diagnóstico precoce e no tratamento individualizado como sendo os maiores 

aliados na luta contra o câncer. São inúmeras pesquisas relacionadas à 

melhoria de equipamentos e técnicas existentes, ensaios laboratoriais em 

amostras de pacientes e em modelos animais e que pesquisam sobre a 

patofisiologia do câncer, visando a individualização do caso para precisar 

diagnóstico, prognóstico e tratamento. 

Os sistemas de modelos experimentais são particularmente 

úteis para o estudo da carcinogênese mamária. Entre estes sistemas, os 

modelos de indução química em ratos são os mais utilizados por diferentes 

razões. Primeiramente, as glândulas mamárias dos ratos mostram uma alta 

suscetibilidade em desenvolver neoplasias, e estes neoplasmas mimetizam as 

doenças mamárias humanas. As maiorias dos tumores desenvolvidos em 

modelos experimentais são malignos, especificamente adenocarcinomas. O 

início do processo de carcinogênese ocorre primariamente, assim como ocorre 

em mama humana, a partir do ducto terminal da unidade lobular (RUSSO, 

1990). Além do mais, ambas as lesões mostram similaridades. Estudos 

comparativos revelaram a existência de receptores de estrógeno e 

progesterona com propriedades idênticas nos dois sistemas: humano e animal 
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(ESCRICH et al., 1987), o que pode explicar a dependência positiva a 

hormônios e a presença de mutações no gene ras em carcinomas nos dois 

sistemas (SOLANAS et al., 1996). Em segundo lugar, o comportamento 

biológico dos tumores mamários experimentais tem sido bem caracterizado e 

ficou bem estabelecido a idade do hospedeiro na fase de exposição ao 

carcinógeno, a história reprodutiva, o ambiente endocrinológico, dieta, entre 

outros diversos fatores que influenciam a iniciação e desenvolvimento dos 

tumores (RUSSO et al., 1996). Finalmente, as condições e demandas 

experimentais foram bem estabelecidas e aceitas (ESCRICH et al., 1987). Por 

essas razões, pela inegável distância entre as espécies humanas e animais, o 

câncer de mama em modelos experimentais induzidos em ratos são os mais 

utilizados para estudar o câncer de mama (COSTA et al., 2002). A análise 

histopatológica dos tumores mamários humanos é essencial na definição entre 

a natureza benigna e maligna destes tumores e estabelecer a agressividade 

dos tumores malignos. Além do mais, algumas características microscópicas 

indicam, essencialmente nas formas clássicas (ou outras designações 

específicas) dos carcinomas ductais infiltrantes, o comportamento clínico e 

inclusive a opção terapêutica. Desde a introdução destes modelos animais em 

estudos de carcinogênese mamária, diversos artigos de revisão foram 

publicados para estabelecer a característica microscópica destas lesões 

promovendo estudos comparativos baseados nas doenças humanas (YOUNG 

et al., 1973; ALTMAN et al., 1979; VAN ZWIETEN et al., 1984; RUSSO et al.; 

1989). Todos esses trabalhos concordam que o câncer de mama que se 

desenvolve com a maior freqüência sob os modelos de indução em ratos exibe 

o padrão de áreas cribiformes e/ou papilares. Ainda mais, eles mostram 

predominantemente um padrão de crescimento não-invasivo ou microinvasivo 

e um baixo índice no desenvolvimento de metástases. Estas características 

morfológicas e biológicas diferem àquelas descritas para os carcinomas 

invasivos humanos, os quais tipicamente apresentam um padrão ductal, com 

crescimento infiltrativo e comportamento hábil para metastização. Em 

continuidade, todas essas características contribuem para a dificuldade de se 

estabelecer uma distinção clara entre tumores benignos e malignos nos 

tumores mamários nos ratos. Por essa razão, Young e Hallowes (1973) para 

somar o conhecimento na classificação dos tumores mamários em ratos 
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definiram uma série de critérios de benignidade e malignidade, adotados mais 

tarde por diversos autores. A metodologia de classificação dos tumores 

mamários mais referenciada nos dias atuais estabeleceu-se por consenso em 

conferência em Hanover, Alemanha (1987). Essa classificação correlaciona as 

lesões neoplásicas às não-neoplásicas das glândulas mamárias humanas e 

dos ratos. Pareceu claro que a maioria das lesões encontradas em humanos 

tem similares na patologia dos ratos. No entanto, existem algumas lesões 

específicas humanas, como: Carcinoma Ductal Infiltrante (com chances de 

promover metástases), Doença de Paget da Mama, Carcinoma Ductal 

Infiltrante Medular e Carcinoma Lobular Infiltrante que ainda não foram 

encontradas em ratos. 

Os estudos que possivelmente serão extrapolados para uso 

humano em modelo animal (mais especificamente em ratos) parecem ser uma 

forma cientificamente aceitável de se encarar os primeiros desafios a serem 

superados. Portanto, nesse estudo, todo o processo de geração dos tumores 

mamários em ratos através de indução química, aquisição dos espectros e 

viabilização da classificação diagnóstica dos mesmos em padrões benignos e 

malignos, enriqueceu enormemente a superação de desafios, projetados e 

não-projetados. Estes desafios se originaram desde o manuseio dos animais, 

a montagem experimental Raman, o conhecimento das possibilidades de 

análises dos espécimes biológicos obtidos para identificação e o 

aprimoramento dos ferramentais estatísticos. 

Para se entender a razão de tal opção, um relato sobre a 

contabilização dos dados obtidos e sobre a base literária escassa utilizada 

para discussão dos resultados será descrito, evidenciando que os objetivos 

propostos desse trabalho estão nivelados com o “Estado da Arte” internacional 

sobre Espectroscopia Vibracional no estudo de tumores mamários em modelo 

animal. Deste modo, pretende-se o aprofundamento dos estudos sobre os 

dados obtidos, criando-se um material consistente para a comunidade 

científica. 
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2 OBJETIVOS 

Caracterizar os espectros FT-Raman de mama normal e oito 

tipos histológicos de patologias benignas e malignas associadas ao tecido 

mamário; 

Avaliar por Espectroscopia FT-Raman do tecido mamário da 

margem ressectiva de carcinoma infiltrante; 

Extrair sistematicamente o material genético (DNA) de CDI 

mamário para caracterização por Espectroscopia Raman; 

Avaliar a extensão de uma lesão de adenocarcinoma mamário 

em modelo animal por Espectroscopia Raman Dispersivo, transcutaneamente; 

Diagnosticar o Adenocarcinoma Mamário por meio da FT-

Raman transcutâneo in vivo. 

Discriminar, por espectroscopia FT-Raman ex vivo e exame 

MMP19, os tipos histológicos de tecido mamário em Ratos Sprague-Dawley 

fêmeas submetidas a carcinogênese química. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 

Neste capítulo de revisão de literatura foi traçado um quadro 

teórico fundamentado na literatura publicada realizando uma estruturação 

conceitual sobre a aplicação da Espectroscopia Raman no estudo do Câncer 

de forma geral, e principalmente de Câncer de Mama, que deram sustentação 

ao desenvolvimento desta pesquisa. 

Esta pesquisa permitiu traçar um mapeamento em relação as 

últimas aplicações da Espectroscopia Raman com finalidade diagnóstica, a 

inclusão dos trabalhos sob os aspectos da a aplicação da espectroscopia 

Raman em diagnósticos de diversas doenças, principalmente em tecidos 

mamário e a possibilidade de se encontrar marcadores tumorais nos 

espectros, procurando mostrar através da literatura já publicada o que já sabe 

sobre o tema, quais as lacunas existentes e onde se encontram os principais 

entraves teóricos ou metodológicos. 

Aplicação da Espectroscopia Raman associada à algoritmos matemáticos 
multivariados com finalidade diagnóstica 

Ellis e colaboradores (2006) acreditam que a habilidade de 

diagnosticar precocemente uma doença, de maneira imediata e não invasiva 

tem múltiplos benefícios. Dentre os benefícios, a intervenção imediata das 

estratégias terapêuticas leva a redução na morbidade e mortalidade e a 

economia de recursos dos sistemas de saúde. Alguns dos testes de rotinas 

médicas atualmente utilizadas não são suficientemente sensíveis ou 

específicos, além de serem desenvolvidos para marcar somente uma doença 

sendo inapropriados quando múltiplos fatores estão envolvidos. Muitas 

doenças são resultados de desordens metabólicas, sendo lógico medir esse 

metabolismo diretamente. Uma das estratégias empregadas pela ciência 

emergente de metabolomics é a “impressão digital” do metabolismo. Envolve 

métodos de análises rápidos, robustos e eficientes na discriminação de 

amostras de diferentes estados ou origens biológicas. Os autores propuseram 

essa revisão para focar no seletivo número de estudos recentes onde a 
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“impressão digital” tem sido evidenciada como ferramenta potencial para 

diagnóstico de doenças pela análise de seus espectros de absorção no 

infravermelho e Raman. 

Keller e colaboradores (2006) mostraram que a 

espectroscopia Raman é uma ferramenta promissora para diagnóstico não 

invasivo por meio da aplicação da técnica no diagnóstico de quatro tipos de 

tecido: pele, mama, trato gastrintestinal e cervix. Por meio de análise 

estatística multivariada e algoritmo de discriminação obtiveram a classificação 

automática dos espectros em categorias patológicas de relevância clínica 

usando a histologia como padrão ouro. Embora existam limitações, a técnica 

mostrou ser factível de ser aplicada em ambiente clínico. 

Cao e colaboradores (2007) desenvolveram em seu estudo 

um novo método de remoção do background de fluorescência gerado pelos 

tecidos nos espectros Raman. Os autores afirmam que estes espectros são 

constituídos de ruído, fluorescência e espalhamento Raman. Com o objetivo 

de extrair somente o espalhamento Raman, tanto o ruído quando a 

fluorescência deveriam ser removidos, idealmente sem interferência humana e 

preservando os dados originais. Neste estudo, os autores desenvolveram um 

método de subtração de background, aplicaram estes parâmetros em 

espectros Raman e compararam a outros métodos usuais. Como conclusão, o 

método “adaptive minmax” se mostrou significativamente melhor do que os 

outros métodos aplicados, possibilitando sua implementação como parte 

modular de sistemas de diagnóstico automatizados Raman in vivo. 

Hattori e colaboradores (2007) desenvolveram um sistema 

com um pequeno endoscópio equipado com uma fibra-óptica para micro-

Raman para medidas in vivo em ratos. As medidas foram realizadas em ratos 

anestesiados e respiração artificial para minimizar o impacto nos animais. Os 

espectros Raman in vivo do esôfago e do estômago dos ratos foram medidos 

com sucesso. Os resultados deste estudo sugeriram que os espectros Raman 

refletem uma imagem logo abaixo da superfície da mucosa que não pode ser 

distinguida por meio da imagem do endoscópio. Depois dos experimentos, os 

ratos retomaram a consciência sem qualquer alteração. Foi verificado que as 
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medidas Raman usando o sistema de fibra-óptica e endoscópio apresentadas 

foi segura para as medidas in vivo nos ratos. 

Lee e colaboradores (2007) rastrearam e construíram a 

imagem de marcadores específicos de câncer em células vivas por meio da 

técnica SERS (Surface-enhanced Raman scattering). Para este propósito, 

nanopartículas core-shell de Au/Ag, conjugadas com anticorpos monoclonais, 

foram preparados. O procedimento de marcar as células vivas com essas 

nanosondas bimetálicas foi desenvolvido para construção de imagens 

altamente sensíveis por meio de SERS. No presente estudo, células vivas 

HEK293 que expressam PLC gama 1 foram estudadas como marcadores da 

imagem óptica. Os resultados demonstraram o potencial da tecnologia SERS 

para construir a imagem altamente sensível de marcadores de câncer em 

células vivas. 

Liu e colaboradores (2007) afirmaram que a detecção in situ 

em tempo real de proteases ativas é crucial para o rastreamento de estágios 

iniciais de câncer e estudo de padrões de sinalização celular; entretanto, é 

difícil conseguir estas informações usando fluorescência ou sondas radioativas 

em volumes menores que 1 nL. Neste estudo, Liu e colaboradores 

demonstraram uma sondagem óptica híbrida incorporando nano partículas e 

peptídeos com agregação por meio de moléculas artificiais. Desenvolveram 

um estudo conceitual usando PSA (prostate specific antigen) um dos mais 

proeminentes marcadores do câncer de próstata e uma protease sérica 

presente no fluído seminal de pacientes e soro sanguíneo. O espectro Raman 

das moléculas artificiais foi melhorado pelas nanopartículas e este sinal foi 

monitorado como indicador de clivagem dos peptídeos em uma reação de 

volume da ordem de femtolitro, perto do nível de uma molécula de PSA ativa. 

A alta especificidade da reação dos peptídeos em nanopartículas individuais 

minimizou a detecção falsa de outras proteases séricas e sinal de background, 

o que resultou em uma sondagem para câncer altamente fidedigna e com alta 

resolução entre o sinal e o ruído que poderá ser facilmente incorporada em 

equipamento de análise de fluídos em escala micro e nanoscópica. 
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Movasaghi e colaboradores (2007) revisam algumas das 

recentes inovações em espectroscopia Raman, em áreas relacionadas aos 

tecidos in natura às células. O artigo resume alguns dos mais freqüentes 

modos vibracionais utilizados em caracterizar tecidos biológicos. O objetivo 

deste estudo foi preparar uma base de dados de “impressões digitais” 

moleculares, a qual pôde auxiliar pesquisadores na definição de estruturas 

químicas dos tecidos biológicos. Ao invés de aplicar diferentes métodos, os 

autores afirmaram haver similaridade em definir picos de áreas idênticas dos 

espectros. Como resultados, acreditam que, preparar uma única coleção das 

freqüências encontradas em estudos por espectroscopia Raman pode levar a 

melhorias significativas dos dados espectrais e análises. Este artigo foi o 

primeiro a promover um preciso banco de dados das mais importantes 

características dos espectros Raman para pesquisadores que desejam 

analisar tecidos e células, principalmente para aqueles que estudam tecidos 

cancerosos. 

Aplicação da Espectroscopia Raman associado a algoritmos matemáticos 
multivariados no diagnóstico de Câncer de Mama 

Haka e colaboradores (2005) empregaram a espectroscopia 

Raman para diagnosticar lesões benignas e malignas de mama humana 

baseados na composição química. Neste estudo foram adquiridos 130 

espectros Raman de amostras de tecido mamário humano (normal, alteração 

fibrocística, fibroadenoma e carcinoma infiltrante) de 58 pacientes. Os dados 

foram analisados por fitting usando um modelo de combinação linear no qual 

nove espectros base representaram as características morfológicas e químicas 

dos tecidos de mama. Os coeficientes de fitting resultantes promoveram um 

conhecimento sobre a estrutura química/morfológica dos tecidos favorecendo 

o desenvolvimento do algoritmo diagnóstico. Os coeficientes de fitting para 

gordura e colágeno foram os parâmetros chaves do algoritmo diagnóstico 

resultante, o qual classificou as amostras de acordo com o específico 

diagnóstico patológico com 94 % de sensibilidade e 96 % de especificidade 

para distinção 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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aplicação in vivo para diagnosticas precisamente as lesões de mama, desta 

forma reduzindo o número de biópsias excisionais de mama. 

Mourant e colaboradores (2005) afirmam que tanto a 

espectroscopia de absorção do infravermelho quanto Raman tem potencial de 

estimar a composição bioquímica de maneira não-invasiva de células, embora 

isso não possa ser precisamente determinado por ações analíticas como 

assinaturas dos picos ou métodos de classificação multivariável. Mourant e 

colaboradores desenvolveram uma rotina de fitting que determinou a 

composição bioquímica por meio de espectros bases dos maiores constituintes 

bioquímicos encontrados em células de mamíferos (proteínas, DNA, RNA, 

lipídios e glicogênio), o qual mostrou que estes espectros eram robustos e 

reprodutíveis. Os autores também mediram os espectros Raman e IR 

suspensões de fibroblastos de ratos de linhagens tumerogênicas e não-

tumerogênicas. Na tentativa de simular as condições in vivo, foram 

comparadas as células não-proliferativas e não-tumerogênicas às proliferativas 

e tumerogênicas. Diferenças reprodutíveis na composição molecular foram 

encontradas para todos os modelos celulares pelas duas técnicas. Estas 

diferenças incluíram o aumento do conteúdo de proteínas e ácidos nucléicos 

nas células tumerogênicas, com correspondente decréscimo do conteúdo de 

lipídios e glicogênio. As medidas de cada uma das células, dos tipos 

proliferativo a não-proliferativo, mostraram que o estado proliferativo foi o 

maior determinante das diferenças entre os espectros vibracionais, mesmo 

comparando o estado tumerogênico. A menor das variações espectrais 

associadas a tumerogenicidade pôde estar relacionada às ínfimas alterações 

oncogênicas do sistema, como um único oncogene mutante. 

Yan e colaboradores (2005) apresentaram os espectros de 

células de mama normais e com câncer humanos. Foram reportados que 

todas as linhas Raman apareceram mais fracas. As intensidades das linhas 

em 782 e 1084 cm-1 do grupo fosfato do DNA e 1155 e 1262 cm-1 da 

deoxirribose-fosfatase diminuíram. As linhas em 812 cm-1 do DNA tipo A e as 

linhas 979 e 668 cm-1 desapareceram e o pico 905 cm-1 foi deslocado para 

uma freqüência menor (cerca de 6 cm-1). Esses resultados significaram que a 
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estrutura de fosfato do DNA foi destruída para certa extensão e a multiplicação 

das células cancerosas não podem ser controladas efetivamente. Contudo, os 

autores encontraram um tipo de linha Raman em 960 cm-1 relacionada a 

calcificação e a esclerose de células de câncer. Os resultados indicaram que 

os espectros Raman podem oferecer informações de base sobre as células de 

câncer favorecendo o diagnóstico e o tratamento. 

Bitar e colaboradores (2006) empregaram a espectroscopia 

FT-Raman para estudar tecido mamário humano normal e doente, incluindo 

diversos subtipos de câncer de mama. Foram analisados 194 espectros 

Raman de tecidos mamário separados em 9 grupos de acordo com o 

respectivo diagnóstico histopatológico. A denominação de bandas Raman 

relevantes habilitou os autores a identificar diversos tipos de tecido mamários 

(normal e doentes) às suas correspondentes alterações bioquímicas e a 

distinguir os espectros em 7 grupos: mama normal, condição fibrocística, 

carcinoma in situ, carcinoma in situ com necrose, carcinoma ductal infiltrante 

(sem tipo específico), carcinoma ductal infiltrante mucinoso e carcinoma 

lobular infiltrante. Neste estudo foi possível estabelecer as bases bioquímicas 

para cada espectro, por meio de relato dos picos observados especificamente 

para cada biomolécula importante no processo de carcinogênese. Este 

trabalho se mostrou bastante útil para o diagnóstico óptico prematuro de várias 

doenças relativas à mama. Não foi possível diferenciar os carcinomas ductal 

infiltrante inflamatório e medular do carcinoma ductal infiltrante sem tipo 

específico. 

Chowdary e colaboradores (2006) relatam que o câncer de 

mama é o câncer mais comum entre as mulheres. A citologia por punção por 

agulha fina (FNAC) pode ser dita com um dos métodos “padrão ouro” de 

diagnóstico, devido aos altos resultados falso positivos obtidos pela técnica de 

mamografia. No trabalho desenvolvido por Chowdary e colaboradores, os 

espectros Raman de tecido mamário normal, com doenças benignas e 

malignas apresentaram diferenças significativas. Diferenças espectrais entre 

mama normal e com doença benigna são mais pronunciadas do que entre as 

patologias. Baseados em dados espectrais previamente descritos, a presença 
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dos lipídios (1078, 1267, 1301, 1440, 1654 e 1746 cm-1) foi indicativa de 

normalidade e as proteínas (Amida I, CH2, Amida III, 1002, 1033, 1530 e 

1556 cm-1) foram encontrados mais pronunciadamente nos espectros das 

doenças benignas e malignas. As maiores diferenças entre as patologias, 

parecer ser o excesso de lipídios (1082, 1301 e 1440 cm-1) e a presença de 

excesso de proteínas (Amida I, CH2, Amida III, 1003 e 1002 cm-1) indicaram 

doença benigna. Ferramentas de análises estatísticas multivariadas, como 

PCA foi empregada para desenvolver métodos de discriminação. O score do 

Factor I promoveu uma razoável classificação dos três tipos tissulares. A 

análise seguinte promoveu uma melhora no método de análise por meio da 

aplicação da Distância de Mahalanobis e resíduos espectrais como parâmetros 

de discriminação. Esse método de aplicação foi testado retrospectiva e 

prospectivamente. O teste limite promoveu a melhor discriminação foi 

considerado o método que mais claramente dividiu os três tipos de espectros. 

Esses resultados suportam a eficácia dos espectros Raman em discriminar 

tecidos de mama normais e patológicos. 

Demos e colaboradores (2006) apresentaram uma revisão 

sobre os recentes avanços no imageamento óptico e espectroscopia e o uso 

da luz em câncer de mama. Técnicas espectroscópicas oferecem meios de 

caracterizar os componentes tissulares e obter informações funcionais em 

tempo real. Imagens ópticas em 3D da mama usando vários tipos de 

iluminação e esquemas de coleta de sinais em combinação com algoritmos de 

reconstrução de imagem podem promover uma nova ferramenta de detecção e 

monitoramento do câncer de mama. 

Fournier e colaboradores (2006) investigaram a detecção in 

vivo de tumores mamários em ratos usando imagem de autofluorescência na 

região espectral vermelho e infravermelho-próximo. O objetivo deste estudo foi 

explorar a autofluorescência como método não invasivo para detecção de 

tumores malignos e correlação entre as propriedades de autofluorescência dos 

tumores e seus diferentes estados patológicos. Dezoito tumores induzidos em 

ratos, sendo oito benignos e dezessete malignos foram imageados. As 

imagens de autofluorescência foram adquiridas usando a janela espectral 
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centrada em 700 nm, 750 nm e 800 nm sob excitação laser em 632,8 nm e 

670 nm. A intensidade das imagens de autofluorescência dos tumores 

malignos sob excitação 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 extraídas do núcleo das células e os espectros Raman foram 

medidos e usados como base para correlacionar com os espectros dos 

núcleos das células. As contribuições de cada um dos componentes e seus 

respectivos conteúdos foram avaliados baseados em coeficientes de 

correlação. Como resultado, o coeficiente de correlação entre os espectros 

revelou que a atividade de duplicação do DNA nas células tumerogênicas foi 

significativamente maior em relação às células normais. O coeficiente de 

correlação pode servir como um bom marcador espectral de identificação do 

estado da doença. Yu e colaboradores concluíram que a espectroscopia 

permitiu produzir informações sobre a composição do núcleo celular sendo 

desta forma uma ferramenta poderosa para rápida caracterização celular e 

distinção das atividades celulares em nível subcelular. 

Yu e colaboradores (2006a) examinaram secções de tecido 

de mama por espectroscopia Micro-Raman confocal com comprimento de 

onda de excitação de 633 nm. Os espectros foram adquiridos usando um 

microscópio para mapeamento com volume de amostra de 2 µm, sendo 

comparáveis aos espectros comercialmente disponíveis de actina, DNA, 

colágeno (tipo I) e trioleína. Alguns dos espectros foram diferenciados e 

identificados, como características morfológica dos elementos do citoplasma e 

da matriz extracelular. O espectro do núcleo celular também foi obtido pelo K-

means cluster analysis. A análise de correlação mostrou que o espectro de um 

elemento morfológico está altamente correlacionado ao seu respectivo 

componente químico puro. A caracterização espectral destes elementos 

morfológicos foi realizada desta forma. Este estudo foi útil para o entendimento 
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das bases químicas/morfológicas do espectro Raman e para o desenho do 

modelo de espectroscopia Micro-Raman de tecido mamário humano. 

Zhao e colaboradores (2006) coletaram os espectros Micro-

Raman confocal de câncer de mama de 40 casos cirúrgicos. Diferenças 

importantes foram encontradas entre os espectros de carcinoma ductal 

infiltrante, hiperplasia e fibroadenoma, o qual foi possível a utilização para 

caracterização do câncer de mama e outros tumores mamários factíveis de 

evidenciar características para diagnóstico. Desta forma, a espectroscopia 

Raman de tecido mamário humano tem grande valor. 

Pichardo-Molina e colaboradores (2007) estudaram 

amostras de soro sanguíneo usando espectroscopia Raman e métodos 

estatísticos multivariados (PCA e LDA). As amostras de sangue foram obtidas 

de 11 pacientes que foram clinicamente diagnosticados com câncer de mama 

e 12 voluntários saudáveis usados como grupo controle. PCA permitiu que 

fossem definidas diferenças entre os comprimentos de onda entre as bandas 

espectrais dos pacientes dos grupos controle e câncer de mama. No entanto, 

desde que as diferenças nas moléculas envolvidas foram em suas estruturas 

quaternárias, não foi possível determinar qual molécula causou as diferenças 

nos espectros observados. A relação 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 proteínas, fosfolipídios e polissacarídeos. Estas bandas 

podem ser úteis durante o rastreamento para o câncer de mama usando 

espectroscopia Raman de amostras sanguíneas. Os resultados também 

mostraram que as amostras de sangue de pacientes com câncer 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 método 

não–destrutivo de análise de espécimes histopatológicas empregando 

espectroscopia Raman. A espectroscopia Raman permite uma análise 

qualitativa das mesmas amostras que são usadas para avaliação 

histopatológica. Os tecidos de câncer de mama foram analisados para 
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demonstrar que é possível caracterizar as alterações químicas antes que o 

tecido biológico pareça alterado. Estas alterações são identificadas 

precisamente, e os resultados são reprodutíveis. A análise Raman das 

secções de tecidos promove espectros distintos que podem ser usados para 

distinguir entre as graduações nucleares dos carcinomas ductais in situ (CDIS) 

e carcinomas ductais infiltrantes (CDI) da mama. Sessenta casos de câncer 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 diferenças espectrais entre as diferentes 

graduações de Carcinomas ductais in situ. Por meio deste estudo, foi possível 

concluir que a espectroscopia Raman pode objetivamente distinguir entre as 

graduações de CDIS e de CDI de maneira não destrutível e reprodutível. 

Poderia ser possível utilizar a espectroscopia Raman futuramente como 

método informativo e qualitativo para classificação e diagnóstico dos diferentes 

graus dos carcinomas mamários. 

Espectroscopia Raman in vivo: desenvolvimento tecnológico e aplicações 
experimentais em tecido cutâneo e ósseo 

Baraga e colaboradores (1992) demonstraram a aplicabilidade 

de um sistema Raman Dispersivo no infravermelho próximo (NIR) com 

detector CCD para coletar espectros do tecido arterial humano intacto. 

Utilizando laser de excitação em 810 nm, a emissão de fluorescência da artéria 

foi suficientemente fraca e permitiu coletar mais rapidamente os espectros 

Raman em relação ao espectrômetro FT-Raman que utiliza laser de excitação 

em 1064 nm. Para remoção do background de fluorescência foi apresentado o 

método que obteve os espectros Raman a partir da diferença entre dois 

espectros de emissão coletados em freqüências ligeiramente diferentes de 

excitação. Neste estudo, indicaram que os espectros Raman (NIR) podem ser 

coletados em um segundo com a utilização do sistema de espectrógrafo/CCD, 

e quando associados a uma fibra óptica possibilitam aplicações clínicas. 

Williams e colaboradores (1993) avaliaram por Espectroscopia 

Raman in vitro e in vivo o estrato córneo humano utilizando o sistema FT-

Raman. Demonstraram que os espectros Raman podem ser relativamente 
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insensíveis ao estado de hidratação do estrato córneo (por terem sido usados 

cadáveres?), indicando que a técnica deve ser valiosa para monitorar a 

entrega de drogas em soluções aquosa. Para coleta in vivo, foram utilizados 

tipos diferentes de instrumentos de Raman (micro-sonda para excitação em 

visível-luz (Raman Dispersivo) e para FT-Raman). O sistema de FT-Raman 

forneceu espectros de boa qualidade, mas sistemas Dispersivos devem ser 

aqueles que serão aplicados por especialistas clínicos. 

Caspers e colaboradores (1998) afirmaram que as técnicas 

não-invasivas que fornecem informações detalhadas sobre a composição 

molecular, a estrutura, e as interações moleculares são cruciais para a 

compreensão da relação das alterações bioquímicas nas doenças 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 informações sobre a composição molecular das diferentes 

camadas da pele. A evidência foi encontrada pela existência de uma variação 

grande no índice de lipídios do estrato córneo em relação às outras camadas. 

Os espectros Raman in vivo foram coletados em posições diferentes do braço 

e da mão de três voluntários, e forneceram informações sobre o fator natural 

de hidratação (moisturizing natural factor –MNF). 

Mahadevan-Jansen e colaboradores (1998) tiveram por 

objetivo desenvolver uma ponta de fibra óptica compacta para medir espectros 

Raman in vivo tecido cervical humano para o diagnóstico clínico de lesões pré-

cancerígenas. Esta sonda Raman foi projetada, construída e testada 

primeiramente usando padrões 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 sílica oriundo da fibra óptica pudesse 

obscurecer sinal Raman abaixo de 900 cm-1, as características Raman do 

tecido cervical puderam claramente ser discernidas acima de 900 cm-1. O 

sucesso da utilização da sonda óptica para aquisição dos espectros Raman in 

vivo indica que podem ser medidos tecidos in vivo, e que aumentando a 
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potência da excitação da fonte pode ser reduzido o tempo de integração para 

menos de 20 segundos. 

Shim e Wilson (1998) desenvolveram um sistema Raman in 

vivo (IVRS - Espectroscopia Raman in vivo) compacto e móbil para obter 

espectros de tecido em menos de 30 segundos, apropriado para aplicações 

clínicas. Foram apresentados neste estudo os principais componentes deste 

sistema, tais como o espectrógrafo, o detector CCD, o laser de diodo, e as 

pontas de fibra-óptica. Os métodos da calibração do número de onda, correção 

da intensidade e subtração da linha de base foram esboçados. Os espectros in 

vivo foram coletados da pele humana, da mucosa oral, unha e dente, sendo 

apresentados as principais atribuições de bandas Raman. O desempenho do 

IVRS foi comparado ao sistema FT-Raman. Com parâmetros similares da 

coleta, os espectros de IVRS tiveram relação S/N superiores devido ao menor 

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

Shim e colaboradores (1999) utilizaram um espectrômetro 

Raman associado a uma fibra óptica para coleta de espectros em menos de 30 

segundos. Os detalhes espectrais foram limitados pelo sinal de fluorescência e 

pelo sinal de Raman gerados pela própria fibra-óptica. Neste estudo, 

projetaram uma nova fibra-óptica para suprimir estes sinais. Os filtros incluídos 

nesta ponta de prova otimizaram a eficiência da coleção dos espectros 

Raman. A resposta da fibra foi testada com medidas no ar, na água, 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 diagnóstico de tecido normal e displásico. Para 

tanto foi utilizada indução de displasia química em modelo animal. Os 

espectros Raman in vivo foram coletados do palato normal e displásico do 

rato, com tempos de integração de 100 segundos. Foram usados modelos de 

classificação baseados em métodos estatísticos multivariados. Foi possível 

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 

diagnóstico 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-óptica dedicada e 

miniaturizada foi usada para esta finalidade. Os resultados mostraram que 

existem alguns obstáculos importantes para aplicação clínica da 

espectroscopia Raman no diagnóstico de placas ateroscleróticas, sendo os 

principais a coleta de espectros Raman in vivo intravenosos de alta qualidade 

e a separação das contribuições do sinal Raman da parede do vaso e do 

sangue. Informações sobre a composição química do vaso sangüíneo foram 

adaptadas por meio da aplicação de método de análise estatística aos 

espectros, eliminando as contribuições do sinal do sangue. 

Casper e colaboradores (2000) utilizaram um Micro-

espectrômetro Raman confocal automatizado para adquirir de maneira rápida 

os perfis moleculares da pele. Foi possível obter espectros Raman em uma 

escala de profundidades abaixo da superfície da pele com definição axial 

confocal, determinando perfis de concentração da água do estrato córneo. 

Halon e colaboradores (2000) revisaram neste artigo a base 

biológica e física da espectroscopia Raman em tecido biológico, avaliando o 

status atual do campo e explorando as perspectivas futuras. Foi apresentada a 

evolução das técnicas de espectroscopia Raman na biologia e na medicina, 

em relação às pesquisas usando excitação visível à infravermelho- próximo. 

Revisados os métodos de análise espectral por meio de técnicas estatísticas 

multivariadas para extrair a informações químicas e morfológicas com 

finalidade diagnóstica. Finalmente, foram descritas e discutidas as 

possibilidades de aplicações da espectroscopia Raman em diversas 

aplicações clínicas, em diferentes tecidos. 

Huang e colaboradores (2001) desenvolveram e testaram a 

aplicabilidade de um espectrômetro Raman Dispersivo associado a uma fibra 

óptica para analisar a pele humana de maneira não-invasiva. Na configuração 

desenhada, foi possível obter espectros Raman em menos de 1 segundo, com 
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boa relação S/N, livres da interferência da fluorescência e do sinal Raman da 

fibra, que facilita extremamente a caracterização prática do tecido para o 

diagnóstico clínico. 

Pilloto e colaboradores (2001) afirmam que a acumulação do 

ácido lático no corpo humano é um dos fatores que conduz à fatiga e 

conseqüentemente deve continuamente ser monitorado durante o treinamento 

físico. A prosposta desse grupo é desenvolver um espectrômetro Raman que 

seja capaz de monitorar o ácido lático de um atleta sem interromper seu 

exercício para a coleção da amostra. Como início do desenvolvimento deste 

projeto, foram medidos espectros Raman para verificar a presença do ácido 

lático em soluções de ácido lático e soro humano e soluções de ácido lático e 

sangue de rato de Wistar. Para o experimento in vivo, um cateter da fibra ótica 

tocou a pele do rato, sobre a veia ilíaca, onde foram coletados os espectros de 

maneira não invasiva e transcutaneamente. A concentração mínima do ácido 

lático que o equipamento pode detectar foi estudada também. Os resultados 

indicaram que a técnica pode ser apropriada para a avaliação física dos 

atletas. 

Utzinger e colaboradores (2001) avaliaram o potencial da 

espectroscopia Raman NIR in vivo para detecção de displasia escamosa. 

Foram coletados espectros in vivo em três locais distintos no cervix: com 

auxílio do exame de colonoscopia, foram adquiridos espectros de uma área 

clinicamente normal e outro espectro na área clinicamente alterada. Ambas 

regiões foram biopsiadas para confirmação diagnóstica. Vinte e quatro 

espectros foram coletados em cada uma das 13 pacientes. Os espectros de 

cervix humana apresentaram picos na região de 1070, 1180, 1195, 1210, 

1245, 1330, 1400, 1454, 1505, 1555, 1656 e 1760 cm-1. A relação das 

intensidades em 1454 a 1656 cm-1 se mostrou maior na displasia escamosa 

em relação aos outros tipos espectrais; enquanto as relações entre as das 

intensidades em 1330 a 1454 cm-1 foram menores. Um algoritmo simples 

baseado nestas relações de duas intensidades pôde 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 clínico também deve considerar 

o desenvolvimento de uma rotina dedicada capacitada em processar e analisar 

os espectros Raman permitindo que parâmetros clínicos relevantes também 

possam ser extraídos 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 elaboração da rotina foi o Matlab e a 

execução para a classificação dos espectros de pele humana coletada in vivo 

usou PCA e LDA como algoritmo matemático de classificação. 

Choo-Smith e colaboradores (2002) apresentaram uma 

discussão sobre o status atual da aplicação da espectroscopia Raman in vivo, 

assim como as dificuldades que ainda necessitavam de empreendimento para 

que a técnica pudesse ser aplicável em ambiente clínico (laboratório médico 

ou centros cirúrgicos). Foi realizada uma pesquisa sobre a opinião de médicos 

e da equipe de apoio em relação ao potencial da espectroscopia Raman como 

uma nova ferramenta biomédica. Por meio dos resultados foi possível 

vislumbrar propostas para a execução clínica destas técnicas 

Gellermann e colaboradores (2002) utilizaram Raman 

Dispersivo Ressonante para como uma nova, não-invasiva técnica óptica para 

medir a concentração de pigmentos maculares da retina humana in vivo de 

adultos jovens e idosos. Por meio da geometria de backscattering e da 

excitação em comprimento de onde visível, foi possível medir os sinais de 

Raman originários de uma única vibração do estiramento da espinha dorsal do 

carbono da molécula p-conjugated do carotenóide. Para esse experimento, a 

excitação requerida do laser esteve bem abaixo dos limites de segurança para 

a exposição macular. Como resultado foi possível 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 seleção rápida 

de níveis do pigmento em populações grandes em risco para a perda da visão 

por degeneração macular relacionada à idade, a causa principal de perda da 

visão 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 interferência da fluorescência. Este 

detector permitiu espectros in vivo de tecido humano vivo (pele) com auxílio de 

fibra-óptica. Foram também coletados espectros in vivo de tecido pulmonar 

humano, onde foi possível classificar os espectros de tecido pulmonar normal 

e dois tipos de carcinoma de pulmão. Os resultados indicaram um futuro 

promissor da espectroscopia Raman in vivo para o diagnóstico minimamente 

invasivo e em tempo real. 

Knudsen e colaboradores (2002) examinaram as variações 

dos espectros FT-Raman in vivo de pele humana saudável. A variação entre 

pessoas, a variação entre pontos diferentes na mesma região do corpo e a 

variação nos espectros obtidos no mesmo ponto foram estudadas em 13 

voluntários. Em 140 voluntários foram examinadas as variações dos espectros 

Raman causadas pela pigmentação da pele. As análises foram concentradas 

nos números de onda e as intensidades relativas da água em 3250 cm-1, 

Amida I, Amida III, nas regiões em 1645-1680 e 1230-1300 cm-1, e nos 

números de onda nas regiões em 1450 e 2940 cm-1, usadas como referências. 

Os resultados mostraram que houve variação interpessoal em relação à 

intensidade relativa da água. Na intensidade relativa da Amida I houve uma 

variação entre as pessoas e entre as medidas repetidas no mesmo ponto. 

Entre pessoas, a variação pôde levantar as diferenças entre a hidratação e as 

proteínas, mas foi difícil explicar a razão desta variação quando as medidas 

repetidas foram feitas no mesmo ponto. As variações na intensidade relativa 

da Amida III foram observadas entre os indivíduos, provavelmente por causa 

da estrutura diferente do colágeno. A pigmentação não influenciou o número 

de onda ou intensidades consideravelmente, mas uma análise dos espectros 

por regressão mostrou uma correlação entre a altura das bandas Raman e o 

background de pigmentação.  

Barros e colaboradores (2003) afirmaram que o uso da 

espectroscopia Raman no infravermelho pode vir a constituir uma nova técnica 

para avaliação física, permitindo medidas da concentração de ácido láctico em 



43 

sangue e em músculo esquelético, por um método não invasivo. A 

espectroscopia Raman é uma técnica que oferece grande riqueza de detalhes 

provida pela vibração de moléculas em diferentes níveis de energia. Em 

estudos prévios, foram obtidos espectros Raman de ácido láctico em plasma 

humano e em sangue de rato, onde os picos característicos foram observados 

claramente na matriz biológica. No presente estudo a espectroscopia Raman 

foi usada para a identificação de ácido láctico em músculo tibial de rato. Foi 

usado um laser de Ti:Safira sintonizado em 830nm, um espectrômetro Kaiser 

f/l.8 e um detector de CCD refrigerado. O espectro Raman do ácido láctico 

apresenta oito picos bem distintos, entre 700 e 1500 cm-1, correspondendo aos 

diferentes modos de vibração da molécula do ácido láctico. O pico principal em 

830 cm-1 foi usado para caracterizar a presença do ácido láctico no músculo 

tibial de rato. Foram analisados espectros Raman de músculos tibiais in vivo e 

in vitro. Além disso, também foi monitorada a difusão do ácido láctico através 

do músculo, in vitro. Pode-se concluir, a partir dos resultados obtidos, que a 

espectroscopia Raman no infravermelho próximo apresenta grande potencial 

para, no futuro, com o aperfeiçoamento da técnica, ser utilizada em avaliações 

físicas com o intuito de permitir medições das concentrações de ácido láctico 

no músculo esquelético, através de metodologia não invasiva. 

Caspers e colaboradores (2003) descreveram a combinação 

das técnicas Raman in vivo associada à microscopia para permitir que a 

morfologia da pele seja visualizada em profundidade para medidas Raman. Os 

resultados desta combinação mostraram imagens da seção transversal e perfis 

da concentração da água e do fator de hidratação natural do estrato córneo 

relacionados diretamente à arquitetura da pele. Foi possível distinguir as 

imagens de obtidas por Raman in vivo dos ductos sudoríparos e das glândulas 

sebáceas. Nas medidas in vivo em capilares da derme, foi possível obter 

espectros de alta qualidade do sangue em uma maneira completamente não-

invasiva. Dos resultados deste estudo pôde ser explorado que a técnica 

apresentada tem o potencial para a pesquisa fundamental da pele, em 

farmacologia (transporte percutâneo), em dermatologia clínica, pesquisa 

cosmética, assim como análise não-invasiva de compostos sanguíneos, como 

a glicose. 
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Molckovsky e colaboradores (2003) avaliaram o potencial 

diagnóstico da espectroscopia Raman NIR em distinguir pólipos adenomatosos 

e hiperplásicos durante uma endoscopia. Foram coletados espectros Raman 

dos pólipos dois pontos por meio de um espectrômetro dedicado associado a 

um endoscópio. As técnicas estatísticas multivariadas, PCA e LDA foram 

usadas desenvolver algoritmos diagnósticos para classificar os pólipos 

adenomatosos e hiperplásicos baseados em suas características espectrais, e 

validados pelo método cross-validation leave-one-out. Foram obtidos 20 

espectros Raman de pólipos hiperplásicos e 34 de pólipos adenomatosos. Os 

espectros foram classificados com 91 % de sensibilidade, 95 % de 

especificidade e 93 % de acurácia. A nosso conhecimento, esta foi a primeira 

demonstração do potencial da espectroscopia Raman para o diferenciação 

entre pólipos colônicos durante uma endoscopia. 

Huang e colaboradores (2004) adquiriram, de maneira bem 

sucedida, espectros Raman in vivo da melanina de pele humana utilizando um 

espectrômetro NIR-Raman. Os sinais Raman in vivo da melanina cutânea 

observados foram similares aos observados dos espectros de eumelanina 

natural e sintética. O espectro da melanina é dominado por dois modos 

vibracionais intensos e largos em 1580 e 1380 cm-1, os quais podem ser 

interpretados como originários do estiramento “em plano” do anel aromático e 

estiramento linear da ligação C─C dentro do anel, juntamente com algumas 

contribuições da vibração C─H dos grupos metil e metileno. Variações nas 

freqüências dos picos e larguras de banda destes dois sinais Raman, devido 

aos diferentes ambientes biológicos, puderam ser observadas na melanina das 

diferentes fontes. A habilidade de adquirir o único espectro da melanina 

coletado in vivo sugere que a espectroscopia Raman pode ser utilizada como 

método clínico não-invasivo para análise e diagnóstico in situ da pele. 

Darvin e colaboradores (2005) utilizaram a espectroscopia 

Raman Ressonante como um método óptico rápido e não-invasivo para medir 

as concentrações absolutas do β-caroteno e do licopeno pele humana in vivo. 

O β-caroteno e o licopeno têm valores diferentes de absorção (488 e 

514,5 nm) e, conseqüentemente, as linhas de Raman têm eficiências 
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diferentes nas excitações em 488 e 514,5 nm. Estas diferenças foram usadas 

para a determinação das suas concentrações. Os espectros Raman foram 

caracterizados por duas linhas Stokes em 1160 e 1525 cm-1, que tiveram 

intensidades relativas quase idênticas. Ambas as substâncias foram 

detectadas simultaneamente. Os espectros Raman foram obtidos em 

aproximadamente 10 segundos, e do nível de exposição requerido do laser de 

excitação esteve dentro dos padrões de segurança. As concentrações do β-

caroteno e do licopeno da pele forma mais baixas em fumantes em relação 

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

Draper e colaboradores (2005) avaliaram a qualidade óssea 

por meio da análise dos espectros Raman transcutâneos das fases minerais e 

orgânicas do osso. Esses espectros foram obtidos, pela primeira vez, pela 

análise do osso abaixo de pele, sendo eliminado todos os componentes 

espectrais dos tecidos sobrejacentes. O laser de excitação estava centrado em 

800 nm (pulsos de 1-kHz, de 1 picosegundo) com aproximadamente 4 

picosegundos de excitação. Foram coletados espectros dos ossos em um 

ponto a 2 mm acima do carpo de dois tipos rato geneticamente distintos, com 

diferenças extremas na qualidade da matriz do osso. As características 

espectrais principais estavam presentes em ambas as fases do osso. As faixas 

espectrais estavam em relações similares quando medidas através da pele ou 

diretamente do osso (em ambos os genótitpo). Esta técnica permitiu que, para 

a primeira vez, fizessem medidas espectrais transcutâneas objetivas do 

mineral e das fases orgânicas dos ossos e distinguir entre tecido ósseo normal 

e alterado.  

Enejder e colaboradores (2005) relataram pela primeira vez 

um estudo bem sucedido na caracterização por espectroscopia Raman 

transcutânea da concentração de glicose no sangue. Foram utilizados 17 

indivíduos saudáveis cujos os níveis do glicose foram elevados por um período 

de 2 a 3 horas usando um protocolo padrão do teste da tolerância de glicose. 

Durante o teste, 461 espectros Raman foram coletados transcutaneamente 

junto com os valores de referência de glicose fornecidos pela análise capilar 

padrão do sangue. A calibração 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 é uma parte importante das calibrações pela 

análise dos vetores da regressão da calibração. 

Motz e colaboradores (2005) apresentaram um espectrômetro 

Raman para aquisição de espectros in vivo em menos de 2 segundos. Esta foi 

a primeira demonstração de aquisição de espectro seguidos de análise e 

diagnóstico simultâneos. O instrumento foi projetado trabalhar com cateteres 

ópticos específicos para Raman, e incluiu programas com rotinas dedicadas 

(LabVIEW e Matlab) para fornecer a calibração, a análise, e o diagnóstico 

espectral exatos, associados à segurança relacionadas à exposição do laser. 

As potencialidades do sistema Raman em tempo real foi demonstrado durante 

cirurgias de lumpectomia femoral. Tal sistema facilitará extremamente a 

adoção da espectroscopia Raman na pesquisa e na prática clínica. 

Haka e colaboradores (2006) apresentaram pela primeira vez 

a coleta de espectros Raman in vivo de tecido mamário com finalidade de 

diagnóstico de câncer de mama. Foram coletados 31 espectros Raman de 

nove pacientes que submeteram a procedimentos de mastectomia parciais 

para a avaliação da margem da lesão durante a cirurgia. A aplicação de 

algoritmo diagnóstico 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 ressecção das margens 

positivas e reduzir desse modo a taxa de recidiva do câncer de mama em 

cirurgias de mastectomia parciais. 

Matousek e colaboradores (2006) relataram a aquisição de 

espectros Raman transcutâneo de osso para construção de imagem em níveis. 

Os espectros da falange distal do polegar foram obtidos usando 

espectroscopia Raman com resolução espacial que forneceram informação 

quimicamente específica sobre as camadas profundas de tecido humano. Esta 

técnica baseou-se na coleta de espectros Raman longe do ponto da 

iluminação do laser de excitação por meio da utilização de anéis concêntricos 

de fibras ópticas. 
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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 relação S/N 

excelentes em 1 segundo, demonstrando a caracterização 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 doenças vasculares. 

Schulmerich e colaboradores (2006) demonstraram a 

possibilidade de aquisição de espectros Raman transcutâneo de osso com 

auxílio de uma fibra óptica contendo uma fonte de excitação circular de um 

laser @785 nm circundada por uma série de fibras coletoras circulares. A 

configuração do cateter óptico promoveu distribuição da luz laser. A fibra guia 

do laser de excitação estava localizada de 2 a 3 mm além do limite do campo 

de visão das fibras coletoras para rejeitar contribuições da pele e de outros 

tecidos adjacentes. Os dados apresentados foram provenientes de tecidos de 

rato e de frango. Para a tíbia dos ratos, a razão carbonato/fosfato medido a 

uma profundidade de 1 mm abaixo da pele foi calculada para um erro de 2,3 % 

em um tempo de integração de 120 s e de 10 % em 30s de integração. Para 

as tíbias de frango, esta mesma razão foi encontrada para 4 mm abaixo da 

superfície da pele com erro menor que 8 % com 120 s de tempo de integração. 

Stuart e colaboradores (2006) pela primeira vez demonstraram 

a capacidade e a reprodutibilidade da técnica SERS em medir 

quantitativamente glicose in vivo em modelo animal. Uma monocamada de 

prata sobre a superfície externa de nanoesferas foi funcionalizada e 

implantada subcutaneamente em um rato Sprague Dawley. A concentração de 

glicose do líquido intersticial pôde ser medida espectroscopicamente quando 

dirigindo o sensor através de uma janela óptica. 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) construíram a imagem óptica não-linear do 

tecido nervoso ciático de rato a partir dos espectros obtidos pela técnica CARS 

e microscopia obtida por espectros construídos com sinais gerados pela 

segunda harmônica. Foi necessária uma pequena cirurgia incisiva para que o 

tecido nervoso fosse exposto, para que fossem coletados os sinais CARS de 

axônios mielinizados e a imagem microscópica pela segunda harmônica das 

fibras de colágeno circunvizinhas. Os sinais coletados tiveram qualidade S/N e 

definição 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 aplicações das técnicas emergentes de espectroscopia Raman in 

vivo mínima ou não-invasiva. Associados as ferramentas analíticas genéricas, 

os métodos de espectroscopia Raman puderam ser aplicados a diversas 

finalidades, incluindo diagnóstico de diversas patologias, avaliarem de maneira 

não-invasiva do controle de qualidade produtos farmacêuticos. 

Shim e colaboradores (2007) relataram a aquisição de 

espectros Raman in vivo de tecido gastrintestinal durante um procedimento de 

endoscopia de rotina. Este procedimento foi possível com a associação do 

cateter óptico do sistema Raman a canaleta do instrumento do endoscópio 

para ser colocada em contato com a superfície da mucosa gastrintestinal para 

aquisição dos espectros. Os espectros puderam ser coletados com boa 

relação S/N com tempo de integração de 5 segundos. Visualmente os 

espectros Raman de tecido normal e alterado apresentaram diferenças sutis, 

entretanto, quando aplicados algoritmos de classificação previamente 

desenvolvidos foi possível classificar esses tecidos. Desta forma, foi possível 

concluir que a espectroscopia Raman associada ao exame de endoscopia tem 

a capacidade auxiliar de diagnóstico clínico de alterações do trato 

gastrintestinal. 

Schulmerich e colaboradores (2007) descreveram a 

capacidade de um cateter óptico construído com 50 fibras de coleta em coletar 

sinais Raman. A profundidade da captação do sinal Raman e a preservação da 
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informação espacial do sinal recuperado foram investigadas usando os blocos 

do polímero empilhados em diferentes geometrias. Os anéis da iluminação 

foram combinados diferentemente para aumentar a variação no sinal. A 

análise de dados foi realizada por meio de estatística multivariada para 

recuperar os espectros Raman dos componentes abaixo da superfície. O 

polímero teste era composto de Teflon (cobertura) e Delrin (alvo) que poderia 

ser encontrado até 22,6 mm de profundidade. A informação espacial foi 

perdida em aproximadamente 6,5 mm abaixo da superfície 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 superfície da pele. Os espectros recuperados do osso foram 

validados por medidas obtidas com o osso exposto. 

Schulmerich e colaboradores (2008) aumentaram a 

capacidade de coleta de espectros Raman in vivo transcutâneo de tecido 

ósseo pela associação de glicerol como um agente de “limpeza/clareamento” 

óptico. As medidas Raman transcutâneas da tíbia de quatro foram obtidas de 

cada membro; o glicerol foi aplicado como um agente de 

“limpeza/clareamento” óptico, e as medidas transcutâneas foram novamente 

realizadas. O glicerol reduziu o ruído nos espectros (p=0,0037) e melhorou 

significativamente a correlação entre o fator de recuperação dos espectros de 

tecido ósseo e a medida Raman do osso exposto (referência). 

Schulmerich e colaboradores (2008) demonstraram pela 

primeira vez a capacidade de construção de uma imagem latente tomográfica 

difusa por meio da recuperação dos espectros Raman. Estes espectros 

Raman foram coletados de maneira não invasiva, associados à imagem e a 

composição química do tecido humano e animal e de outros meios turvos. Esta 

técnica foi aplicada à composição de imagem do tecido ósseo de um membro 

de cão. A luz de excitação 785 nm foi empregada para impedir os danos 

térmicos causados ao tecido. A reconstrução difusa tomográfica foi usada, e a 

posição 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 bioquímico para predizer a composição do 

tecido do osso predizendo fratura em osteoporose. A imagem latente da 

tomografia obtida por espectros Raman foi possível, entretanto a definição 

espacial ainda foi baixa. Tomografia computadorizada (Raio X) forneceu a 

imagem em alta resolução usada com orientação para a caracterização dos 

espectros Raman. Esta hipótese foi testada a partir de espectros optidos de 

polímeros construídos de Teflon e osso de cão. A espectroscopia Raman 

guiada por imagem (IG-RS) do membro do cão auxiliado por imagens de 

tomografia computadorizada pôde 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 recuperação. 

Este estudo apresentou os primeiros resultados sabidos de IG-RS do tecido 

ósseo. 
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4 RESULTADOS 
4.1 Análise Bioquímica do tecido mamário humano usando espectroscopia 

Raman com transformada de Fourier (Anexo B). 
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4.2 Avaliação por Espectroscopia FT-Raman do tecido mamário da margem 

ressectiva de carcinoma infiltrante (Anexo C) 

 
FT-Raman Spectra of the Border of Infiltrating Ductal 

Carcinoma Lesions 
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4.3 Extração sistemática de DNA de CDI mamário para caracterização por 

Espectroscopia Raman (Anexo D) 
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4.4 Avaliação de extensão da lesão de Carcinoma mamário em modelos 

animal por Espectroscopia Raman Dispersivo transcutânea (Anexo E) 
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4.5 Discriminar por FT-Raman ex vivo e exame MMP19 os tipos histológicos 

de tecido mamário em Ratos Sprague-Dawley fêmeas submetidas a 

carcinogênese química (Anexo F) 
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4.6 Raman transcutâneo in vivo no diagnóstico do Adenocarcinoma Mamário 

em modelo animal (Anexo G) 
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5 DISCUSSÃO 

Referir-se a aplicação da espectroscopia Raman em tecidos 

biológicos é explorar um campo de pesquisa muito recente, de 20 anos 

aproximadamente, que somente dos nos últimos dois anos pode realmente 

iniciar suas verdadeiras explorações 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 excitação Raman. A partir 

de então, inúmeras possibilidades foram abertas e o desenvolvimento 

tecnológico tomou parte importante das publicações nesta área. A partir da 

década de 90, os estudos por espectroscopia Raman em tecidos biológicos de 

caracterização foram iniciados, embora muito conhecimento sobre as 

propriedades ópticas dos tecidos biológicos já havia sido adquirido por meio da 

aplicação da espectroscopia de absorção no infravermelho. A principal 

vantagem da espectroscopia Raman frente à espectroscopia de absorção no 

Infravermelho é a possibilidade de aplicação in vivo, pois a água não interfere 

negativamente nos sinais. Desta forma, quando detectores dedicados e lasers 

na região do visível e infravermelho próximo puderam servir para essa 

aplicação, a espectroscopia Raman tornou-se uma ferramenta potencial de 

análise biológica para fins diagnósticos. Durante os últimos 10 anos houve 

muita dedicação em firmar a espectroscopia Raman como ferramenta 

diagnóstica para diversos tipos de espécies, bactérias, animais e humanos, e 

classificação de tecidos normais e doenças associadas. Dentro deste tema, 

discutiu-se bastante sobre as possíveis aplicações das diversas técnicas 

Raman e seus equipamentos, como Micro-Raman, Raman in vivo, CARS e 

SERS, veiculando a aplicabilidade dos espectros na elucidação dos fenômenos 

bioquímicos difíceis de serem monitorados pela dificuldade de se trabalhar com 

amostras complexas. 

A caracterização das alterações bioquímicas dos espectros FT-

Raman de nove tipos histológicos associados ao tecido mamário humano foi 

primeiramente evidenciada quando foram observados os espectros médios dos 

grupos histopatológicos encontrados (mama normal, condição fibrocística, 

carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal in situ comedo, carcinoma ductal 
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infiltrante sem tipo específico, carcinoma ductal infiltrante inflamatório, 

carcinoma ductal infiltrante medular e carcinoma ductal infiltrante mucinoso) 

normalizados por meio do pico 1446 cm-1. Todos os grupos apresentaram 

praticamente o mesmo número de bandas características, entretanto puderam 

diferenciar o tecido normal dos tecidos patológicos por meio das alterações de 

intensidade (aumento ou diminuição) 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 observações foi possível construir uma tabela de referência 

descrevendo 12 dos principais modos vibracionais observados nestes 

espectros médios. Estas freqüências foram obtidas após a deconvolução de 

cada um destes espectros. Estes resultados foram confrontados aos dados da 

literatura, e dessa forma, foi possível atribuir cada modo vibracional a uma 

molécula específica (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 construção desta tabela permitiu 

executar uma análise bioquímica qualitativa dos tecidos mamários humanos 

normais e patológicos, e confrontar objetivamente os dados espectroscópicos 

aos dados histopatológicos. 

O tecido mamário normal apresentou bandas Raman fortes em 

1270, 1304, 1446, 1657 e 1747 cm-1 identificando a quantidade grande de 

lipídios nestes tecidos. Esses modos vibracionais estão relacionados aos 

estiramentos CN, CC e CO e o dobramento CH2. Redd e colaboradores (1993) 

identificaram diferenças entre a concentração de lipídios e caroteno no tecido 

mamário por espectroscopia Raman. Neste estudo, mostraram que estas 

bandas se apresentam mais intensas no tecido normal e menos intensas nos 

fibroadenomas e carcinomas, propondo que estas diferenças espectrais podem 

promove o diagnóstico diferencial. 

Histopatologicamente, os tecidos malignos estudados 

apresentaram alterações bioquímicas marcantes em relação ao tecido normal: 

presença de necrose, inflamação, presença de cisto, variação do conteúdo de 
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DNA e principalmente aumento do conteúdo de colágeno. Quando foram 

comparados os tecidos mama normal, carcinoma ductal in situ e carcinoma 

ductal infiltrante, as alterações espectrais indicaram fortemente a alteração do 

conteúdo de colágeno. Na região de deslocamento Raman entre 800 e 

1400 cm-1 foram indicados os modos vibracionais referentes aos aminoácidos 

prolina, valina, glicina e fenilalanina, que constituem a estrutura primária do 

colágeno (LEHNINGER et al., 2004). Estes modos vibracionais se 

apresentaram desobstruídos favorecendo o aumento da intensidade destas 

bandas no tecido tumoral, especialmente quando o carcinoma se tornou 

infiltrante. A origem da variação de intensidade destas bandas está relacionada 

provavelmente ao conteúdo de colágeno nos diferentes tecidos (HELLMAN et 

al., 2004). Além disso, o aumento do conteúdo de colágeno nos carcinomas foi 

descrito em pele (HATA et al., 2000), pulmão (KAMINAKA et al., 2001), mama 

(ELMORE et al., 1998) devido a ocorrência da reação desmoplásica, também 

conhecida como fibrose reativa, onde a deposição de colágeno é abundante e 

ocorre como resposta do estroma a invasão o câncer. Assim, os espectros 

Raman do carcinoma ductal infiltrante mostrou as bandas de prolina, valina, 

glicina e fenilalaina mais intensas em relação aos outros tecidos (STONE et al., 

2004). Considerando que o carcinoma ductal infiltrante é o carcinoma que mais 

acomete a mama, o índice relativo de colágeno, determinado pela 

espectroscopia Raman, poderia ser usado como indicador de patogenia do 

câncer de mama. 

Na região de deslocamento Raman entre 1200 e 1800 cm-1 

podem ser encontrados os modos vibracionais referentes à Amida I e Amida III, 

que correspondem às ligações peptídicas da estrutura secundária de proteínas. 

Estas bandas também se apresentaram mais intensas nos espectros dos 

tecidos malignos, especialmente nos tipos infiltrantes. O modo Amida 

corresponde à vibração de C, O, e os átomos de H no grupo CONH 

(TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994). Mahadevan-Jansen e colaboradores 

(1996) também observaram estas bandas estudando o papel das proteínas nos 

tecidos benignos e malignos da mama. Além das diferenças entre os tecidos 

benignos e malignos, no presente estudo também foi possível verificar que 
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essas alterações 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 possível identificar as alterações espectrais referentes ao 

conteúdo necrótico. Os modos vibracionais em 1304 a 1310, 1446 e 1657 a 

1660 cm-1 são referentes à adenina, citosina, colágeno, lipídios, carboidratos, 

proteínas e pentoses, respectivamente. Estas bandas são muito similares em 

relação àquelas descritas por Shafer e colaboradores (2002) que adquiriram 

espectro de colesterol simulando necrose. As diferenças de intensidade 

poderiam estar relacionadas à presença de necrose e linfócitos presentes 

devido ao processo inflamatório ocorrido. Desta forma, estes modos 

vibracionais poderiam diagnosticar a presença de tecido necrótico no câncer de 

mama. 

Para identificação espectral de conteúdo cístico, foram 

confrontados os espectros médios de condição fibrocística, carcinoma ducal 

infiltrante e carcinoma ductal infiltrante mucinoso. As principais alterações 

foram apresentadas na região de 800 a 1000 cm-1 relacionadas ao índice de 

colágeno (SINGER et al., 1995). As bandas referentes aos carboidratos, 

presentes no conteúdo da substância amorfa dos cistos, dominaram a região 

espectral entre 1020 e 1140 cm-1. As bandas entre 1065 e 1085 cm-1 foram 

relacionadas ao estiramento CO do grupo CHOH acoplado ao grupo do CO dos 

carboidratos. Essas observações favorecem a identificação de cistos em tecido 

mamário. 

Clinicamente, é de imensa importância a diferenciação entre 

tumores in situ e invasivo, pois essa diferença determinará a agressividade do 

tratamento e prognóstico proposto à paciente. Para demonstrar a capacidade 

da espectroscopia Raman em diferenciar tecidos malignos in situ de infiltrante 

foram comparados os espectros de tecido mamário normal, carcinoma ductal in 

situ, carcinoma ductal infiltrante e carcinoma lobular infiltrante, relacionando o 

potencial de invasibilidade à região espectral da cisteína, entre 500 e 580 cm-1. 

O pico o mais intenso, em 538 cm-1, foi relacionado às 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 (metaloproteínases relacionadas ao 

tecido epitelial) formadas em grande parte pelo aminoácido cisteína, implicam 

na propagação e na metástase do tumor. Desta maneira, a variação da 

intensidade do modo vibracional da cisteína em 538 cm-1 pode ser um 

excelente indicativo de agressividade do tumor, indicado possibilidade de 

metástase. Por esta razão, esta região espectral tem o potencial de ser 

utilizada para o diagnóstico diferencial em tempo real de lesões in situ e 

infiltrantes. 

Por meio do presente estudo foi possível estabelecer uma base 

bioquímica para cada espectro encontrado, que poderá ser útil para o 

diagnóstico óptico precoce de diversas patologias mamárias. Neste contexto, 

foi possível identificar e classificar o espectro Raman de tecido mamário da 

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

Por meio dos resultados da análise estatística multivariada do 

conjunto de espectros Raman de mama normal e CDI, da região espectral do 

ente 500 a 1800 cm-1, foi possível 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 lesão de CDI, 

como confirmado pela análise histopatológica dos espécimes analisados, que 

apresentaram segmentos de tecido normal e CDI. 

Observando-se a média e o desvio padrão destes três grupos 

espectrais (Mama Normal 1B, Margem 2B e CDI 3A) é possível inferir que 

existem grandes diferenças entre eles. O grupo 1B apresenta intensidade 

média mais elevada, enquanto os espectros do grupo 3A foram menos 

intensos. O grupo 2B apresentou características mais marcantes relativas ao 

grupo 1B, exceto pelo aparecimento do pico em 538 cm-1. Como descrito 

anteriormente, este pico pode estar relacionado às pontes de dissulfeto da 
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cisteína (BITAR et al., 2006). A análise bioquímica, por meio da observação 

dos espectros Raman, confirma que nos tecidos de margem há conteúdo de 

cisteína intermediário, comparado ao tecido normal que não apresenta 

praticamente esse pico e ao CDI que o apresenta mais intenso. Esses 

resultados parecem fornecer dados para determinação dos limites entre o 

tecido saudável e patológico, indicando a necessidade de estudos para 

aplicação da espectroscopia Raman, além de auxiliar na inspeção de biópsias, 

como guia cirúrgico para determinação de margens seguras. 

Para aprofundar o entendimento das alterações bioquímicas 

decorrentes do processo carcinogênico associado à aplicação da 

Espectroscopia Raman, foi desenvolvida uma metodologia adequada e 

reprodutível de extração e manutenção do DNA de amostras de CDI de mama 

humana para avaliação por Espectroscopia Raman. 

Recentemente, tem sido descrito sobre a aplicabilidade da 

Espectroscopia Raman no diagnóstico das doenças (NAUMANN, 2001) como 

subtipos de câncer de mama, doenças da pele, estados degenerativos dos 

tendões, entre outros estados patológicos (PENTEADO et al., 2008), 

evidenciando que a principal característica que une essas patologias é a 

alteração genética. Conseqüentemente, é evidente que existe a necessidade 

de serem observadas as contribuições espectrais dos ácidos nucléicos (DNA e 

RNA) de um tecido normal assim como sua variação no estado patológico. O 

desenvolvimento de sensores bioanalíticos especiais para sondar alterações 

genéticas poderia ser inferido como uma aplicação direta para favorecer esse 

conhecimento.  

Por meio da extração do DNA de amostras de tecido mamário 

humano acometido por CDI, sob três métodos amplamente aplicados na prática 

laboratorial, e testados por dois métodos de indicação qualitativos e 

quantitativos do DNA extraído, foi possível escolher o método de extração mais 

adequando, assim como indicar o método de armazenamento do DNA 

específico para aquisição dos espectros Raman. É 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 reprodutível. 
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Os espectros Raman obtidos do DNA foram obtidos com auxílio 

do acessório “célula de longo caminho óptico” acoplado ao sistema FT-Raman 

(Bruker). As bandas de DNA foram encontradas em 883, 1276, 1456/1496, 

1558 e 1670 cm-1 atribuídas à 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 é possível 

extrair DNA de qualidade apropriada do tecido mamário humano acometido por 

CDI para aquisição de espectros Raman além de outras formas de 

espectroscopia (IR, por exemplo). Estabeleceu-se que o método de DNeasy 

com eluição final com água deionizada apresentou alto índice de pureza e 

elevada integridade estrutural do DNA 

Até o momento foram descritos os métodos e resultados das 

análises in vitro dos espectros Raman de tecido mamário humano com 

finalidade diagnóstica. É importante lembrar que o conhecimento desenvolvido 

por meio da associação da Espectroscopia Raman e Patologia tem intenções 

mais audaciosas do que somente desenvolver-se como método de 

entendimento teórico/laboratorial das doenças. Pelo fato de ser factível o 

acoplamento de fibras ópticas aos espectrômetros Raman, tem sido 

amplamente discutido o desenvolvimento de métodos de análises que 

impliquem na aplicação clínica 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). 

Inúmeros obstáculos devem ser superados para que a 

perspectiva de inclusão clínica da espectroscopia Raman se estabeleça. Um 

dos desafios é o desenvolvimento de cateteres ópticos dedicados, com 

possibilidade de aquisição de espectros com discriminação de camadas em 

profundidade; outro desafio é o desenvolvimento de espectrômetros mais 

específicos para o comprimento de onda de excitação apropriado (geralmente 

@ 785 nm ou @ 830 nm) para que os espectros possam ser coletados de 

forma rápida, sendo possível minimizar os efeitos de variação espectral por 
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ocorridos pelo fluxo sanguíneo e respiração do pacientes (!). O passo seguinte 

é o pré-processamento e análise destes espectros, que devem ser feitas de 

forma rápida, objetiva e sem qualquer interferência humana. Inúmeros passos 

já foram dados nesta direção, como mostram estudos em pele humana (estrato 

córneo) in vivo, displasia escamosa, medidas em profundidade, espectros 

Raman in vivo da melanina de pele humana, Raman Ressonante como um 

método óptico rápido e não-invasivo para medir as concentrações absolutas do 

β-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); diagnóstico de tecido normal e 

displásico utilizando indução de displasia química em modelo animal (BAKKER 

SCHUT et al., 2000); micro-espectroscopia Raman confocal automatizada para 

adquirir de maneira rápida os perfis moleculares da pele (CASPER et al., 

2000); Raman Dispersivo Ressonante in vivo para medir a concentração de 

pigmentos maculares da retina humana in vivo de adultos jovens e idosos 

(GELLERMANN et al., 2002); potencial diagnóstico da espectroscopia Raman 

NIR em distinguir pólipos adenomatosos e hiperplásicos durante uma 

endoscopia (MOLCKOVSKY et al., 2003; SHIM et al., 2007); qualidade óssea 

por meio da análise dos espectros Raman transcutâneos das fases minerais e 

orgânicas do osso, construção de uma imagem latente tomográfica difusa por 

meio da recuperação dos espectros Raman (DRAPER et al., 2005; 

MATOUSEK et al., 2006; SCHULMERICH et al., 2006; SCHULMERICH et al., 

2008); espectroscopia Raman transcutânea da concentração de glicose no 

sangue (ENEJDER et al., 2005); espectros Raman in vivo de tecido mamário 

com finalidade de diagnóstico de câncer de mama (HAKA et al., 2006). 

Dentro destas perspectivas, para verificar a potencialidade da 

espectroscopia Raman em viabilizar o diagnóstico do câncer de mama in vivo, 

foi proposto o desenvolvimento destes tumores em modelo animal, para 

identificar a extensão da lesão de Adenocarcinoma Mamário por 

Espectroscopia Raman Dispersiva Transcutânea e FT-Raman, e avaliar o 

potencial prognóstico da Espectroscopia FT-Raman ex vivo associado ao 

exame MMP19. 
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Primeiramente, é importante salientar que os modelos 

experimentais em animais são necessários para elucidação da natureza do 

processo carcinogênico do câncer de mama, da influência do hospedeiro e dos 

fatores externos de desenvolvimento destas neoplasias. O modelo mais 

extensamente usado é baseado na indução química 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 utilização do modelo animal são a homogeneidade, 

a reprodutibilidade e a necessidade de um tempo de indução tumoral curto. 

Não obstante, as propriedades fundamentais deste modelo experimental são 

as similaridades com a patogenia humana, assim como as influências 

endócrinas, genéticas e dietéticas que afetam o processo neoplásico. 

Os estudos de espectroscopia vibracional dos tumores 

mamários de modelo animal atualmente baseiam seus resultados no esquema 

modificado de Scarff-Bloom-Richardson. Como o intuito deste estudo foi 

desenvolver conhecimento para futura utilização da Espectroscopia Raman in 

vivo em humanos, optou-se por basear a classificação dos tumores de modelo 

animal apresentados no estudo de Costa e colaboradores (2002). Por essa 

razão, após a indução por DMBA optou-se em comparar as lesões humanas e 

dos ratos simultaneamente, estabelecendo as similaridades e as diferenças 

entre estes, favorecendo a validação do modelo experimental para 

extrapolação dos resultados na carcinogênese mamária em humanos, sob uma 

perspectiva histológica. 

Os espectros coletados pelo Sistema Raman Dispersivo de 

forma transcutânea in vivo, originaram oito espectros de um Adenocarcinoma 

Cribiforme de 2 cm de diâmetro. Foram coletados espectros no longo eixo 

desta lesão contemplando tecido normal fora da lesão, espectros no centro da 

lesão e margem da lesão. Os espectros tecido normal fora da lesão, 

apresentaram maior intensidade, principalmente quando observado o pico de 

1446 cm-1; os espectros no centro da lesão apresentaram a intensidade menor 

quando comparados aos primeiros. O espectro da margem da lesão 

apresentou intensidade e características intermediárias comparados aos outros 



68 

dois grupos. Os espectros do primeiro grupo espectral foram adquiridos da 

região 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 indução experimental, 

apresentaram características similares como encontradas por outros autores 

(BITAR et al., 2006). O espectro da margem de lesão apresentou intensidade e 

características intermediárias como descrito por Marzullo e colaboradores 

(2007). Por meio deste estudo foi possível estabelecer que é possível distinguir 

os espectros de mama normal, adenocarcinoma cribiforme e margem de lesão 

por Espectroscopia Raman transcutânea. Entretanto, estudos ainda precisam 

ser realizados, pois o tumor mamário em ratos é superficial e circunscrito, que 

favorecerem a elucidação dos resultados, diferentemente nos humanos, em 

que os tumores de mama são profundos e difusos. 

Simultaneamente, também foram coletados espectros das 

mamas dos ratos por meio da utilização 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 transcutâneos, seguidos da 

aquisição 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 manifestação clínica de alteração, das ratas do grupo 

DMBA, histologicamente normais. O menor grupo formado foi o grupo das 

lesões benignas, formado por seis espectros. 

Na região espectral de 500 a 900 cm-1 foi observada uma 

grande influência do modo vibracional relativo ao quartzo pertencente à parte 

distal (ativa) da fibra óptica em todos os grupos diagnóstico; entretanto, 

felizmente, para este estudo que estabeleceu a classificação entre os tumores 

malignos, doenças benignas e mama normal, sua influência pareceu uniforme 

em todos os espectros não desfavorecendo o desenvolvimento do algoritmo 

para classificação. Os modos vibracionais identificados para a lesão mamária 

humana se repetem para o tecido mamário dos ratos, tanto normais quanto 
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patológico, como descrito por Bitar e colaboradores (2006) e Marzullo e 

colaboradores (2007). 

Os 105 espectros selecionados para a classificação espectral, 

foram submetidos à Análise 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 promoção de diagnóstico. 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 Lesões 

Benignas (12 %) (Adenoma e Hiperplasia Mamária) e 20 % de espectros de 

Adenocarcinoma. O grupo Adenocarcinoma foi composto em sua maioria 

(80,35 %) pelos espectros de Adenocarcinoma, sem separação dos subgrupos 

histológicos, e Mama Normal e 19,64%. Análise dos Componentes Principais 

(PCA) e Análise de Cluster (CLA) aplicadas para a classificação dos 105 

espectros Raman obtidos in vivo em ratos Sprague-Dawley transcutaneamente, 

resultaram na divisão dos espectros em Mama Normal e Adenocarcinoma com 

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

Atualmente não há trabalhos em Espectroscopia Raman que 

tenham realizado estudos comparativos entre os resultados de um ensaio 

imunohistoquímico e as alterações características entre espectros Raman dos 

tecidos analisados. No presente estudo, com o objetivo de encontrar tais 

características nos espectros, estes foram classificados por referência do 

padrão arquitetural histológico e graduação da marcação da MMP19 de acordo 

com Ramalho e colaboradores (2006). 

Considerando os relevantes achados acima descritos, por meio 

das primeiras impressões sobre das análises dos espectros FT-Raman das 

amostras ex vivo de tecido mamário de ratos, foi possível afirmar que houve 

discriminação entre os espectros de mama normal e de hiperplasia dos 

espectros de adenocarcinoma mamário aplicando o algoritimo PCA/CLA aos 

espectros Raman, sendo compatível aos resultados do exame 

imunohistoquímico da MMP19. 
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A MMP19 humana, recentemente identificada, tem a estrutura 

básica característica de todas as MMPs, incluindo a seqüência do sinal do N-

terminal, um domínio pró-peptídeo com resíduos de cisteína necessários para 

manutenção da latência enzimática, a seqüência de ativação o qual contém um 

sítio de ligação com o Zinco, e um domínio terminal “hemopexim”. A expressão 

in vitro da MMP19 humana mostrou potente atividade de degradação 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-antígeno em 

alguns pacientes com artrite reumatóide. Djonov e colaboradores (2001) 

propuseram que as MMP19 estão presentes na camada mioepitelial dos ductos 

e na camada endotelial dos vasos sangüíneos assim como nos capilares. Com 

o aumento do fenótipo invasivo e desdiferenciação neoplásicas, a MMP19 

desaparece e concomitantemente ha um aumento da MMP2. Explicando a alta 

concentração em tecidos normais e/ou pouco diferenciados, como foi 

encontrado neste trabalho. 

As diferenças histológicas entre os adenocarcinomas 

cribiforme, papilar e sólido se referem ao modo de organização das células 

nestes diferentes padrões. Sabe-se que a geometria de um composto 

determina suas propriedades funcionais, não sendo diferente para os tecidos 

biológicos. A conformação cribiforme se assemelha mais com a mama normal, 

em relação aos padrões papilares e principalmente o sólido que não apresenta 

padrão de aglomerado celular. Corroborado pelo ensaio de coloração 

imunohistoquímica da MMP19, o padrão menos agressivo foi o cribiforme, 

seguido de papilar e do sólido. De acordo com Russo e colaboradores (1996), 

geralmente os padrões arquiteturais do carcinoma mamários de ratos são 

padrões mistos, ou seja, os três padrões descritos se misturam dentro de uma 

única lesão. O diagnóstico é dado pelo padrão dominante na lesão. Entretanto, 

é possível encontrar padrões isolados dos tipos arquiteturais de 

Adenocarcinoma Cribiforme e Papilar. O padrão Sólido pode ser somente 

encontrado associado aos outros padrões. Dessa forma, considerando as 

informações fornecidas pelo exame da MMP19, pode ser concluído que o 

aparecimento do padrão Sólido nas lesões denota um padrão mais agressivo. 
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A análise dos espectros FT-Raman ex vivo do tecido mamário 

de ratos Sprague-Dawley fêmeas obedeceram ao algoritmo matemático 

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 automático e análise estatística multivariada com propósito 

diagnóstico, contemplando as duas regiões de deslocamento Raman que 

caracterizam o tecido biológico: (a) a região de “Fingerprint” (500 a 2000 cm-1) 

e (b) a região de Alta freqüência Raman (2800 a 3020 cm-1). Os espectros do 

tecido mamário de ratos encontrados neste estudo, com concordância à 

descrição de similaridade histológica entre o mesmo tecido em humanos e 

ratos, também apresentam profundas similaridades, que favoreceram 

enormemente a descrição (que pode ser baseada na descrição prévia deste 

trabalho para o tecido mamário humano – Resultado 4.1), a compreensão e o 

desenvolvimento de metodologia de análise diagnóstica. 

Como perspectiva, tendo em vista até o presente momento 

explorado algumas aplicações experimentais da Espectroscopia Raman em 

tecido mamário humano e discutido com o estado da arte da literatura, é 

possível que sejam feitas considerações sobre futuras investigações com 

propósito de inclusão desta técnica em ambiente clínico. 

Apesar de ainda serem necessários novos empreendimentos 

tecnológicos para a construção de um equipamento robusto, portátil, confiável 

que produza sinais Raman reprodutíveis, ainda assim, deve ser considerada, 

mesmo para a construção de um protótipo clínico, a inclusão da problemática a 

ser investigada. É possível que um único equipamento Raman seja utilizado 

para a monitoração de diversos tipos de tecido, entretanto, o “software” deste 

sistema, ou seja, o método de pré-processamento e análise dos espectros 

Raman, deverá provavelmente ser individualizado para cada uma das 

aplicações. 

Para tanto, a inclusão da espectroscopia Raman em ambiente 

clínico também será um desafio, este, altamente planejado. Sendo a principal 

vantagem da espectroscopia Raman transformar informações 

biológicas/químicas em eletrônicas, favorecendo armazenamento e análise de 
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informações, é factível que também sejam incluídas eletronicamente as 

informações e exames prévios dos pacientes para que dessa forma a 

Espectroscopia Raman possa finalmente contribuir para o diagnóstico precoce 

do paciente favorecendo a manutenção de sua vida! 
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6 CONCLUSÕES 

Este estudo apresentou a aplicação da técnica de 

Espectroscopia Raman como ferramenta de análise viável para o estudo de 

tecido mamário humano e animal com finalidade de diagnóstico de Câncer de 

Mama. Com base nos resultado, foi possível: 

Caracterizar e associar as alterações bioquímicas aos 

espectros FT-Raman de nove tipos histológicos associados ao tecido mamário 

humano; 

Identificar e classificar o espectro Raman de tecido mamário da 

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

Desenvolver a metodologia mais adequada de extração de 

DNA para avaliação por Espectroscopia Raman; 

Identificar a extensão da lesão de Adenocarcinoma Mamário 

por Espectroscopia Raman Dispersivo transcutânea em modelo animal; 

Diagnosticar o Adenocarcinoma Mamário por meio da Raman 

transcutâneo in vivo; 

Avaliar a agressividade das lesões de Adenocarcinoma 

mamário por espectroscopia FT-Raman ex vivo e exame MMP19 em modelo 

animal. 
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ANEXO A. Comitê de Ética em Pesquisa (CEP/UNIVAP) 

 

 
 
 
 
 



85 

 
 
 



86 

ANEXO B Biochemical analysis of human breast tissues using Fourier-

transform Raman spectroscopy. 
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ANEXO C. FT-Raman Spectra of the Border of Infiltrating Ductal Carcinoma 

Lesions. 
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ANEXO D. DNA extraction systematics for spectroscopic studies. 
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ANEXO E. In vivo Raman spectroscopy for breast cancer: diagnosis in animal 

model. 
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ANEXO F. Raman spectroscopy and imunohistochemistry for agressiveness 

prediction of histological subtypes of breast adenocarcinoma. 
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ANEXO G. Raman transcutâneo in vivo no diagnóstico do Adenocarcinoma 

Mamário em modelo animal. 
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