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Espectroscopia Raman Dispersiva no Diagnoéstico de Carcinomas Basocelulares

Resumo

A deteccao precoce do cancer continua sendo um grande desafio da oncologia clinica. A
espectroscopia Raman ¢ uma ferramenta analitica moderna e sua utilizagdo no diagnostico do
cancer pode proporcionar muitas vantagens, como diagnosticos em tempo real e menos invasivos.
O objetivo deste trabalho foi utilizar a espectroscopia Raman dispersiva no infravermelho
proximo para detectar diferencas espectrais entre amostras de pele humana normal (N) e com
carcinoma basocelulares (CBC), relacionadas a alteragdes bioquimicas entre estes tecidos. Estas
diferencas espectrais foram analisadas por dois diferentes modelos diagndsticos: primeiro uma
Analise dos Componentes Principais (PCA) e classificagdo dos espectros pela distancia de
Mahalanobis e segundo por um modelo bioquimico simplificado baseado na porcentagem de
gordura e colageno obtida através dos espectros Raman dos tecidos. Quinze fragmentos
diagnosticados histopatologicamente como N e 29 como CBC foram analisados através de um
espectrografo Raman dispersivo no infravermelho préximo, resultando em 29 espectros N e 56
espectros CBC. As maiores diferencas espectrais entre as amostras foram nas regides de 800 a
1000cm e 1200 a 1300cm, correspondendo as bandas vibracionais das ligagdes C-C e amido III,
respectivamente, dos lipidios e proteinas. A PCA e a distdncia de Mahalanobis foram aplicadas
em todas as amostras, podendo identificar os tipos teciduais com 0,93 de sensibilidade e
especificidade. O modelo basico simplificado dos componentes bioquimicos apresentou uma
sensibilidade de 0,83 e uma especificidade de 0,93. Os resultados demonstraram que a
espectroscopia Raman, em conjunto com a PCA ou com o modelo bioquimico simplificado, pode
diferenciar tecidos N de CBC com alta sensibilidade e especificidade.

Palavras-Chave: Espectroscopia Raman dispersiva, Carcinoma basocelular, diagnostico, analise

dos componentes principais, modelo bioquimico.



Use of dispersive Raman Spectroscopy for detecting basal cell carcinoma in human skin
Abstract

Early cancer detection stills a great challenge in clinical Oncology. Raman spectroscopy is
a modern analytical tool and its use for cancer diagnosis could lead to several advantages such as
real time and less invasive diagnosis. The objective of this work was to use near-infrared,
dispersive Raman spectroscopy to detect spectral changes between normal (N) and malignant
(basal cell carcinoma - BCC) skin tissues which are related to biochemical alterations between N
and BCC tissues. Those spectral changes were analyzed by two diagnostic models: first a
Principal Components Analysis algorithm and classification line done by Mahalanobis distance
and second a simplified biochemical model based on the percentage of collagen and fat obtained
from the Raman spectra of tissues. A set of 15 fragments histopathologically diagnosed as N and
29 fragments diagnosed as BCC were spectroscopically scanned in a dispersive, near-infrared
Raman spectrometer with 830nm (100mW power) excitation and liquid-nitrogen CCD detector,
resulting in 29 N spectra and 56 BCC spectra. It was found that the main spectral differences
between these samples were in the region of 800 to 1000 cm™ and 1200-1300cm™, corresponding
to vibrational bands of C-C bonds and amide III, respectively, from lipids and proteins. PCA with
Mahalanobis distance applied over all samples could identify tissue type with 0.93 of sensitivity
and specificity. The simplified model based on the biochemicals presented a sensitivity of 0.83
and specificity of 0.93. Results indicated that Raman spectroscopy, in conjunction with PCA or
biochemical model, could differentiate among N and BCC tissues with high sensitivity and
specificity.

Keywords: Dispersive Raman spectroscopy, Carcinoma, Basal Cell, diagnosis, principal

components analysis, biochemical model.
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1 Introducio

O Carcinoma Basocelular (CBC) ¢ o tumor de pele mais comum, correspondendo a 75% de

todas as lesdes malignas que acometem a pele. Mesmo sendo o tipo mais comum de todos os
. . A 1

tumores malignos, eles correspondem a menos de 0,1% das mortes ocasionadas por cancer (V. A

2
@ sendo a face, couro

incidéncia deste tipo de tumor é maior em pacientes com pele branca
cabeludo e pescogo as regides mais acometidas™ ¥. Dentre os fatores de risco podemos citar:
exposicao solar, idade, sexo (homem tem risco aumentado), localizacdo geografica, pele clara,
cabelos e olhos claros .

Apesar de existirem diferentes apresentacdes clinicas para o CBC, a caracteristica mais
comum ¢ a forma de noédulo assintomatico ou lesdo ulcerativa elevada da pele proxima, contendo
vasos telangectasicos. O CBC tem tendéncia a ser localmente destrutivo. Areas de alto risco para
recidiva incluem a regido central da face (periorbital, palpebras, sulco nasolabial), regido
retroauricular, canal auditivo e couro cabeludo V.

Os métodos tradicionais de tratamento do CBC envolvem o uso da criocirurgia, radioterapia,
eletrodisseccdo, curetagem e a excisdo simples. Cada um desses métodos ¢ util em especificas
situacdes clinicas . Na dependéncia da selecdo, esses métodos tém taxas de cura que variam de
85a95% !

O padrao-ouro do tratamento do CBC baseia-se na resseccao cirurgica completa da lesdo. A
taxa de cura estd diretamente relacionada ao estadio da doenga e o tipo de tratamento

empregado"”

Em dareas selecionadas, como face e couro cabeludo, cirurgias controladas
microscopicamente (cirurgia de Mohs ou cirurgia convencional com exame transoperatorio)
podem reduzir a ressecgio desnecessaria de tecidos .

A diferenciacdo histopatologica dos tipos de CBC estd baseada nos diferentes tipos de
crescimento, que também sdo a base do atual sistema de classificagdo sugerido pela Organizagao
Mundial da Satide (WHO)?. A classificagio que tem mostrado relevancia pratica distingue os
tumores em nodulares, superficiais e infiltrativos .

Habitualmente, a confirmagao dos tumores ¢ realizada através de exames histopatologicos.
Esta técnica avalia o grau de diferenciacdo celular do tecido neoformado e suas caracteristicas
citologicas, morfologicas e estruturais. A histopatologia fornece informag¢des muito valiosas na

. ~ A L. n . , . 8
orientagio da abordagem terapéutica do cncer e possui resultados confiaveis . Entretanto, esta



12

técnica possui algumas desvantagens e limitagdes, pois a bidpsia convencional envolve remogao
do tecido, necessidade da preparacdo das amostras e dependem da interpretacdo dos patologistas.

No sentido de aprimorar o diagndstico precoce do cancer, pesquisas vém sendo
desenvolvidas, utilizando diversas técnicas, como tomografia computadorizada e ressonancia
magnética, dermatoscopia, microscopia confocal a laser, Doppler a laser para avaliacdo de
perfusio e espectroscopia. ' 12 Entre os métodos 6pticos, uma técnica que tem se mostrado
promissora na investigagio de doengas ¢ a de espectroscopia Raman > %

A espectrometria Raman apresenta um potencial promissor como uma ferramenta analitica
para o diagnoéstico de cancer porque pode diferenciar a composi¢do quimica e estrutura molecular
de tecidos normais e doentes '®.

A aplicabilidade da Espectroscopia Raman consistira em auxiliar o exame histopatoldgico,
principalmente em situagdes em que a biodpsia ndo ¢ efetiva, por exemplo, em multiplas lesdes ou
tumores incipientes (ainda sem manifestagdes clinicas). Também poderd ser utilizada na detec¢ao

dos limites do tumor em tempo real, evitando excisdes amplas demais ou com margens

comprometidas.
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2 Objetivos

Estudar a aplicagdo da técnica de espectroscopia Raman dispersiva em biopsias de pele wx
vivo, com a finalidade de correlacionar as caracteristicas mais importantes do espectro Raman
com as alteracdes patologicas presentes e diferenciar as lesdes do tipo carcinomas basocelulares
de bidpsias de pele normal.

Analisar a frag@o relativa do peso dos componentes bioquimicos basais colageno e lipideos

nos espectros dos tecidos cutaneos afim de diferenciar carcinoma basocelular de pele normal.
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3 Revisao de Literatura
3.1 Tecido Cutineo

A pele ou cutis € o 6rgdo de revestimento externo, o maior 6rgao do corpo humano e o mais
pesado. E responsavel pela protegio do organismo. Corresponde a 16% do peso corporal " e
exerce diversas fungdes, como: regulagdo térmica, defesa orgénica, controle do fluxo sanguineo,
protecdo contra diversos agentes do meio ambiente e fungdes sensoriais (calor, frio, pressao, dor
e tato). A pele ¢ um 6rgio vital e, sem ela, a sobrevivéncia seria impossivel '¥.

Na pele, observam-se varias estruturas anexas, tais como pelos, unhas, glandulas sudoriparas
e glandulas sebaceas. Existem dois principais tipos de pele: a pele fina, que possui uma delgada
camada epitelial queratinizada, pélos, glandulas sebaceas e sudoriparas; e a pele espessa, que
possui larga camada epitelial queratinizada, reveste a palma das mados e a planta dos pés,
apresenta glandulas sudoriparas, porém ndo possui pélos e glandulas sebaceas %

A epiderme da origem aos anexos cutaneos: unhas, pélos, glandulas sudoriparas e glandulas
sebaceas. A abertura dos foliculos pilossebaceos (pélo + glandula sebacea) e das glandulas
sudoriparas na pele formam os orificios conhecidos como poros .

As unhas sdo formadas por células corneificadas (queratina) que formam laminas de
consisténcia endurecida. Esta consisténcia dura confere protecdo a extremidade dos dedos das
maos e dos pés.

Os pélos existem por quase toda a superficie cutanea, exceto nas palmas das maos e plantas
dos pés. Podem ser minusculos e finos (lanugos) ou grossos e fortes (terminais). No couro
cabeludo, os cabelos sdo cerca de 100 a 150 mil fios e seguem um ciclo de renovagdo no qual
aproximadamente 70 a 100 fios caem por dia para mais tarde darem origem a novos pélos. Este
ciclo de renovacao apresenta trés fases: anagena (fase de crescimento) - dura cerca de 2 a 5 anos,
catagena (fase de interrup¢ao do crescimento) - dura cerca de 3 semanas e telogena (fase de
queda) - dura cerca de 3 a 4 meses '*).

As glandulas sudoriparas produzem o suor e tém grande importdncia na regulacdo da
temperatura corporal. S3o de dois tipos: as €crinas, que sdo mais numerosas, existindo por todo o
corpo e produzem o suor eliminando-o diretamente na pele, e as apocrinas, existentes

principalmente nas axilas, regides genitais e ao redor dos mamilos. Sao as responsaveis pelo odor

caracteristico do suor, quando a sua secre¢ao sofre decomposi¢ao por bactérias.
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As glandulas sebaceas produzem a oleosidade da pele. Sao mais numerosas ¢ maiores na face,
couro cabeludo e porgao superior do tronco, ndo existem nas palmas das maos e plantas dos pés.
Estas glandulas eliminam sua secre¢@o no foliculo pilo-sebaceo.

A pele também realiza importante papel nas respostas imunoldgicas do organismo aos
alérgenos que entram em contato com ela na superficie do organismo. Ela possui linfocitos na
derme e células apresentadoras de antigenos na epiderme '*).

O tecido cutaneo ¢ constituido por trés camadas principais (Figura 1): a epiderme, a derme e a
hipoderme % %29,

A epiderme é a camada mais externa da pele e é formada por epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado. Essa camada ¢ constituida por grande quantidade de proteinas do tipo
queratina, que sio detectadas pela espectroscopia Raman ).

A epiderme ¢ subdividida em quatro camadas: camada cérnea, que ¢ a camada mais externa
da epiderme; camada granulosa; camada espinhosa, onde ¢ sintetizada a queratina, ¢ formada por
células espinhosas e onde se origina o carcinoma espinocelular; e a camada basal, que separa a
epiderme da derme %

A camada basal da epiderme ¢ conhecida como a camada germinativa, onde as células se
dividem, garantindo a renovagdo da epiderme. Apresenta alta atividade mitética. E nesta camada
que se origina o carcinoma basocelular (CBC). Ela é constituida de células prismaticas ou
cubdides repousando sobre a membrana basal que separa as camadas "%,

Na epiderme, existem ainda varios elementos celulares epiteliais interdependentes: os
queratindcitos, os melandcitos, as células de Merkel e as células de Langerhans @V,

Os queratindcitos sdo as células mais abundantes na epiderme e produzem a queratina. Os
melanocitos sdo as células que produzem a melanina, um pigmento de cor castanha natural da
pele. A melanina d4 a coloragdo a epiderme e representa uma importante barreira endogena
contra os raios ultravioleta do sol. As caracteristicas genéticas do individuo e a exposi¢do solar
determinam a quantidade da melanina incorporada em sua pele e, conseqiientemente, sua cor. As
células de Merkel sdo receptores mecanicos e as células de Langerhans sdo células de defesa
imunolégica da pele °.

A derme localiza-se abaixo da epiderme. Esse limite ndo ¢ regular, apresentando saliéncias e
reentrancias entre as duas camadas, aumentando a adesdo e a coesdo entre elas. Essas projecoes

. . : s 18
recebem o nome de regido papilar ou papilas dérmicas ¥,
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A derme ¢ uma por¢do conjuntiva de origem mesodérmica, que se divide em derme
superficial e derme profunda. A superficial ¢ também chamada de derme papilar, e ¢ formada
pelo tecido conjuntivo papilar. A profunda ¢ conhecida como camada reticular e ¢ formada pelo
tecido conjuntivo denso reticular. A derme reticular ¢ composta principalmente por fibras de
colageno tipo I, rica em prolina. A derme ¢ provida, ainda de vasos sanguineos e linfaticos. A
disseminagio das células cancerigenas se da através dessa camada''¥.

A hipoderme ¢ a terceira camada da pele. Também chamada de tecido celular subcutaneo,

. ~ . y . 18
colabora com a homeostasia corporal, na manutencio da temperatura fisiologica do corpo'®).
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Figura 1: Anatomia da Pele
Fonte: www.afh.bio.br

3.2 Neoplasias

A defini¢do mais aceita de neoplasia ¢ a do patologista inglés Rupert Willis: “Neoplasia ¢

uma massa anormal de tecido cujo crescimento excede e ndo esta coordenado ao crescimento dos

tecidos normais, e que persiste mesmo cessada a causa que a provocou” %
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As caracteristicas principais das neoplasias sdo: proliferacao celular descontrolada, perda da
diferenciacdo celular e autonomia de crescimento. Neste contexto, o que diferencia uma

neoplasia de uma displasia e hiperplasia é exatamente a autonomia de diferenciacio .

Na pratica as neoplasias sdo chamadas de tumores. O termo “tumor” ¢ mais abrangente, pois
significa qualquer lesdo expansiva ou intumescimento localizado, podendo ser causado por varios
outros processos patologicos (inflamagdes, hematomas, etc).

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e orgaos, podendo espalhar-se para
outras regides do corpo, num processo chamado metastatizacdo. Dividindo-se rapidamente, estas
células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores
malignos. Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de
células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco de vida ¥

O termo cancer ¢ a traducdo latina da palavra grega carcinoma (de karkinos = crustaceo,
caranguejo). Foi usado pela primeira vez por Galeno (138 — 201 d.C) para indicar um tumor
maligno da mama no quais as veias superficiais do 6rgdo eram turgidas e ramificadas, lembrando
patas de caranguejo >,

A classificagdo dos tumores em benignos e malignos baseia-se nos efeitos que eles tem sobre
o organismo do hospedeiro. Os tumores benignos sdo de crescimento lento, expansivo, e sdo bem
tolerados pelo organismo do hospedeiro. Os tumores malignos tém crescimento rapido, de tipo
infiltrativo, e produzem efeitos nocivos importantes, podendo freqiientemente, levar a morte. Os
tumores malignos sdo pouco diferenciados ou indiferenciados, enquanto os tumores benignos sao
bem diferenciados. A capacidade de invadir localmente, ganhar uma via de disseminagdo, chegar
a sitios distantes e neles originar novos tumores ¢ conhecida como metastase, e ¢ outra
caracteristica dos tumores malignos*”. O exame histologico é o método padrio para que se
distingam tumores benignos de malignos'*”.

O poder de disseminagdo e de formar metastases constitui a diferenca fundamental entre uma
neoplasia benigna e maligna, porém, nem todo cancer origina metastase. O processo de

disseminacdo das células alteradas ¢ complexo, pois dependem de inumeras interagdes entre as

células malignas e normais do hospedeiro, com a participacdo, sobretudo do processo de
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disseminagdo de diversos produtos génicos, moléculas de adesdo, enzimas hidroliticas e fatores
. ~ 23

envolvidos na formagao de vasos @3

A ciéncia que estuda os tumores ¢ conhecida como Cancerologia ou Oncologia. Ela investiga

A g (22
as causas, a estrutura do cancer, seu tratamento e prognostico @)

3.2.1 Carcinogénese

Células tumorais se originam de células normais que sofreram a acdo de um ou mais agentes
cancerigenos, 0s quais provocaram alteracoes no DNA. Ao receberem a agressao de um agente
tumorigénico, células que estdo no ciclo celular ou que sdo capazes de nele entrar dao origem a
clones de células transformadas. A carcinogénse ¢ um processo complexo, multifisico e
dependente de fenomenos genéticos e epigenéticos que culminam com o surgimento de clones de
células imortalizadas que adquirem a capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de dar
metéstases em 6rgdos distantes >,

A carcinogénese € um crescimento novo de células que apresentam comportamento maligno e

dardo inicio ao cancer ® @3

em um individuo geneticamente suscetivel

Nos ultimos cem anos, o ser humano expde-se cada vez mais a quantidades crescentes de
fatores carcinogénicos. Esses fatores estdo amplamente distribuidos no meio ambiente e sdo
capazes de induzir danos ou lesdes no material genético da célula, afetando a delicada
homeostase existente entre as células da pele. O resultado de agdes tao adversas na epiderme ¢
representado pelo aparecimento de rugas, bolhas, erup¢des cutineas ou, até mesmo, canceres > .

Atualmente, admite-se que o desenvolvimento de um cancer, em qualquer 6rgdo, ¢ um
processo evolutivo do tipo darwiniano, no qual alteragdes genéticas originam clones celulares
que, ao adquirirem vantagem de proliferar, sobreviver, destruir e invadir os tecidos, formam os
tumores ® .

Os tumores sdo monoclonais, ou seja, formados por um clone que venceu a barreira do
controle da proliferacdo celular e tornou-se imortal. Desse clone surgem os descendentes com

capacidade de sobreviver, invadir os tecidos e se implantar a distancia. Células normais, ao
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contrario, tem capacidade limitada de duplicagdo, porque estdo submetidas a um controle mais
rigido @ .

Os clones continuam a sofrer alteracdes genéticas que induzem a capacidade de sobreviver.
Apo6s a imortalizacdo, a estabilidade do genoma diminui, diminuindo também o poder de reparo
do DNA. Por essa razdo, mutacdes, quebras e translocagdes ficam facilitadas, favorecendo o
surgimento de novas alteragdes genéticas responsaveis pelas propriedades de sobrevivéncia,
invasdo e implante a distancia *.

Alguns individuos sdo predispostos geneticamente a desenvolver algum tipo particular de
cancer em algum estagio de sua vida, independente da a¢do do meio ambiente. Essa caracteristica
¢ denominada de heranga genética, provém dos nossos pais e estd armazenada no nosso codigo
genético no interior do nucleo da célula. No entanto, as pessoas que herdaram de seus pais um
gene mutado para o cancer, podem desenvolvé-lo ou ndo no decorrer de sua vida .

Embora existam defesas naturais do nosso organismo, o estilo de vida e os habitos nocivos a
saude, hoje adotados pelas pessoas, podem suprimir a capacidade desses mecanismos de defesa
contra a célula mutada, e estas, se desenvolvem normalmente no organismo vindo a dar inicio ao
cancer (carcinogénese) @3,

O reconhecimento de que alguns tipos particulares de exposi¢do voluntaria ou ocupacional,
estavam associadas a especificos tipos de canceres, datam do século dezoito. Em 1713, o médico
italiano Ramazzini correlacionou o aumento da incidéncia de cancer de mama entre freiras
celibatarias. Durante o século vinte, enormes progressos foram feitos para definir a patologia
celular e molecular nos eventos relacionados a carcinogénese, bem como elucidar os mecanismos
de como véarios agentes iniciam e promovem esse processo. Nas ultimas décadas, o foco na
pesquisa do cancer modificou-se para o estudo a nivel macromoleular, dentro da bioquimica e
biologia molecular das células cancerosas .

A carcinogénese, portanto, ¢ uma conseqiiéncia ndo apenas de uma unica mutagdo, mas sim o
resultado do acumulo de alteragdes no material genético da célula. A mutacao genética, portanto,
pode ser causada por repetidas exposi¢des do organismo humano aos inimeros agentes mutantes
fisicos, quimicos ou biologicos %°.

O genoma humano contém grande variedade de genes envolvidos com o controle de fungdes

basicas, como a proliferacdo, sobrevida e diferenciagdo terminal das células. Esses genes

essenciais sdo suscetiveis a danos mutacionais, que podem resultar na desregulagdo da
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proliferacdo e da estabilidade do genoma. Embora a natureza e a ordem de aparecimento das
mutagdes nao sejam inteiramente conhecidas para cada tipo de neoplasia, seu acumulo
progressivo ¢ considerado crucial para a expressdo do fen6tipo maligno 2.

Numerosos genes sao importantes no estudo do cancer. No entanto, duas classes possuem
maior interesse por serem os alvos principais das alteragdes genéticas que ocorrem nas
neoplasias. S0 os genes cujos produtos favorecem ao crescimento celular descontrolado, os
chamados oncogenes. Sao também os genes cuja acdo tende a manter as células dentro dos
limites fisioldgicos de crescimento e diferenciag@o. Pertencem a esta categoria os genes de reparo
do DNA, os genes controladores da apoptose e os genes supressores de tumor, entre outros * .

Os genes sdo os responsaveis em guardar e fornecer informagdes para o funcionamento, a
multiplicacdo e a organizagdo das células no organismo. Sdo responsaveis pela producao de todas
as nossas proteinas, determinando desde a estrutura até as fungdes do nosso corpo e o
comportamento de nossas células %)

A causa da transformagao neoplasica ¢ uma modificacdo do genoma celular, ou seja, a célula
neoplésica ¢ uma célula mutante. O aparecimento de mutagdes no DNA ocorre em todos os seres
vivos, em um processo que ¢ fundamental para a evolucao e diversidade das espécies. Muitas
destas mutagdes ndo implicam em mudangas detectaveis na atividade metabolica e passam
despercebidas. Outras, porém podem determinar a morte celular e, por conseqiiéncia, ndo sao
detectaveis. Apenas um pequeno nimero de mutagdes que ocorrem em genes especificos, os
protooncogenes, pode determinar um crescimento desordenado das células 7.

A mutacdo, a0 mesmo tempo permite que a célula se divida independentemente dos controles
ambientais, leva também a alteragdes da diferenciacao que fazem com que ela se apresente com
morfologia e funcdo diferentes da morfologia e da fungdo da sua célula-mde. Quanto mais
intensa, quanto mais grave a alteragdo do genoma, tanto maior sera a altera¢ao de diferenciacao e,
portanto, tanto mais anomalas serdo a morfologia e as func¢des da célula neoplasica @22)

Os protooncogenes sao genes ativos e importantes para as células normais, e na sua forma
inativa ou quando regulados adequadamente, ndo provocam transtornos ao crescimento celular,
porém quando ativados em oncogenes caracterizam as células cancerosas. Os protooncogenes
podem se tornar oncogenes em duas condigdes: quando ha alteracdo na estrutura do gene

caracterizando a mutacdo ou por aumento da expressdo génica, gerando maior quantidade de

, . . 23 ~
proteina que estimula o crescimento celular . Os oncogenes, portanto, sio os protooncogenes
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alterados e sdo responsaveis pela malignizagdo das células normais. Quando um protooncogene
sofre mutagdes, rearranjos, translocagdes ou outras alteragdes que o ativam em oncogene, ocorre
o inicio da canceriza¢do *.

Quando o produto protéico normal dos genes age no sentido de promover a proliferacdo ou a
ativacdo celular, o gene mutado ¢ chamado de oncogene. Quando, por um outro lado, o gene
codifica alguma proteina para que haja a inibicao da divisdo ou ativagao celular, a ele chamamos

. 26
de antioncogene ou gene supressor de tumor %

3.2.2 Etiopatogénese das Neoplasias

Nos ultimos anos, houve extraordindrio avango dos conhecimentos sobre a etiologia e
patogénese das neoplasias e, junto com ele, a constatagdo de que fatores genéticos e componentes
ambientais, alguns virus, certos agentes fisicos e substincias quimicas variadas, tém papel no
aparecimento de varios tumores. Os agentes fisicos, quimicos e bioldgicos sdo capazes de induzir
agressdo ao genoma e levar ao desenvolvimento neoplésico. Tais agentes podem atuar de maneira
isolada, repetida ou em conjunto. Os tumores podem ser entendidos como o resultado de
agressdes ambientais em um individuo geneticamente suscetivel #% 2%,

Atualmente cerca de 1% de todos os tipos de canceres sdo de origem hereditaria ou de
natureza constitucional. A grande causa para o cancer, correspondendo a cerca de 80 a 90% de
todos os tipos, sdo os fatores ambientais. Os fatores ambientais podem ser representados pelos
agentes quimicos oriundos do tabagismo e do alcoolismo, de infec¢des parasitarias veiculadas
pela dgua e pelos alimentos contaminados, habitos sexuais promiscuos, medicamentos e,

principalmente, uma dieta alimentar inadequada.

Os fatores carcinogénicos estdo divididos em: quimicos, bioldgicos e fisicos.

Substancias quimicas seguras ou presumivelmente cancerigenas encontram-se amplamente
distribuidas na natureza e compreendem desde alimentos naturais até compostos altamente
. 2 .. , , . . - , .
modificados pelo homem “?. A maioria dos cancerigenos quimicos possui a¢do genotdxica, ou

seja, sdo capazes de induzir lesio do DNA 2.
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Dentre os fatores biolégicos, os virus encontram-se em destaque. Os virus oncogénicos

podem ser de DNA ou RNA. Os mecanismos pelos quais eles participam da transformagao
neoplésica dependem de seu ciclo no interior da célula hospedeira, sendo a etapa fundamental
deste ciclo, a integragdo do DNA viral ao genoma. Portanto, sdo necessarias modificagdes
adicionais do DNA da célula infectada para que ocorra a expressdo do fendtipo maligno 2.

Os fatores fisicos relacionados a carcinogénese estdo relacionados as radiagdes. Tanto as
radiagdes excitantes (ultravioleta) quanto as ionizantes podem provocar tumores em humanos e
em animais de laboratorio. Como na carcinogénese quimica, as radiagdes também provocam

~ At . . . 23
mutacgoes genicas € podem ativar oncogense e/ou inativar geNnes supressores de tumor ( ).

3.2.3 Células Malignas

As células das neoplasias malignas t€ém propriedades bioquimicas, morfoldgicas e funcionais
diferentes. Como a taxa de multiplicagdo ¢ elevada, seu crescimento ¢ rapido. O mesmo ndo
acontece com 0s vasos sanguineos € o estroma, que se desenvolvem mais lentamente, resultando
muitas vezes em degeneragdes, necroses, hemorragias e ulceragdes @3,

Em geral, as células neoplésicas sao mais volumosas que as normais, sobretudo pelo aumento
do nucleo. A cromatina ¢ irregular e mais compacta e as figuras de mitose e anomalias
cromossOmicas sdo freqiientes. Outra caracteristica comum ¢ o aumento da quantidade de células
por area. O citoplasma também se altera, havendo geralmente variacdes pronunciadas no volume
e forma das células. As células malignas apresentam atipias variadas, podendo perder seus
aspectos morfologicos especificos *.

Como as células cancerosas sdo menos aderentes entre si, elas podem se movimentar e
infiltrar os tecidos adjacentes. Também devido ao crescimento infiltrativo, o limite do cancer com
as estruturas adjacentes sdo pouco definidos @,

O estudo ultra-estrutural das células malignas (microscopia eletronica) revela tendéncia a
simplificacdo, com muitos ribossomos livres, pouco reticulo endoplasmatico e um ou mais
nucléolos exuberantes, relacionados a produg¢do abundante de ribossomos para a sintese de

, L . - 22
proteinas necessarias para a divisao celular @2)
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As células tumorais possuem os mesmos constituintes bioquimicos das células normais, mas
seu metabolismo apresenta diferengas qualitativas e quantitativas. As células malignas possuem
um conjunto enzimatico mais pobre que as c¢lulas normais e acumulam mais agua. No entanto,
devido a sua grande atividade de metabolismo, possui uma quantidade baixa de glicose e seu
conteudo lipidico é semelhante ao dos tecidos normais ¥

Essas células possuem grande capacidade de captar aminoacidos que aparecem diminuidos
devido a grande atividade de sintese protéica. Ela exerce, de certo modo, uma agao espoliadora
no seu hospedeiro, pois as células continuam se multiplicando mesmo quando a disponibilidade
de aminoacidos é pequena *®.

O metabolismo da célula cancerosa ¢ dirigido fundamentalmente para a obtencdo rapida de
grande quantidade de energia, necessaria para manter a elevada taxa de divisao celular. Portanto,
nessas células a quantidade de carboidratos ¢ diminuida. Possuem alta atividade glicolitica, seus
lipidios ndo se alteram consideravelmente e a composi¢cdo de gorduras dessas células tendem a
ser diretamente proporcional a dieta do hospedeiro ®*).

A transformag@o maligna das células esta associada a certas caracteristicas comuns a toda
célula neoplésica, como, por exemplo, a perda de um controle regulatério interno ou externo,
proprio de cada célula. A célula neoplasica maligna possui a capacidade de se infiltrar em tecidos
adjacentes, assim como a capacidade de disseminar metéstases a distancia por via hematogénica
ou linfatica. Esta nova célula maligna ¢ diferente das demais células que a circundam, pois ela
expressa enzimas de membranas alteradas e libera isoenzimas ou outros antigenos alterados. E
capaz de exercer a fagocitose, o transporte celular e a glicolizagdo de antigenos de membrana
alterados. Além disso, na transformac¢ao maligna ha a inibi¢cdo dos processos de adesdo e contato
entre as células e prejuizo a comunicacao intercelular favorecendo seu deslocamento para outros
sitios Y.,

O organismo humano possui complexos sistemas para estimular ou inibir a proliferacao
celular. Nas células malignas, os oncogenes sintetizam substancias que podem caracterizar o
cancer de pele, como as citoqueratinas, que sdo proteinas uteis na diferenciagdo histologica das

neoplasias epiteliais "> ¥,
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3.2.4 Fatores Carcinogénicos do Céancer de Pele

Os fatores carcinogénicos responsaveis pela formacdo de grande parte das neoplasias
malignas da pele sdo os fatores fisicos, representados principalmente pelos raios ultravioleta do
sol. Causam o chamado fototrauma e fazem parte da radiacdo solar que atinge a Terra. Sao
constituidos pelos raios tipos UVA, UVB ¢ UVC .

A radiagdo ultravioleta tipo A (UVA — 320 a 400nm) compde a maior parte do espectro
ultravioleta do sol e possui intensidade constante durante todo ao ano. O UVA ¢ o principal
responsavel pelo fotoenvelhecimento da pele e possui importante participacdo na predisposicao
ao surgimento do cancer de pele ¢ nas fotoalergias 7.

A radiagdo ultravioleta tipo B (UVB — 280 a 320nm) possui maior incidéncia no verao,
quando seus raios penetram superficialmente no tecido cutdneo. Causam queimaduras solares e
trata-se da principal radiacdo responsavel pelas alteragdes celulares que predispdem ao cancer de
pele. A incidéncia dos raios solares tipo B e C tem aumentado gradativamente devido a
destrui¢do da camada de ozonio @3

A radiagdo ultravioleta tipo C (UVC > 280nm) ¢ a parte da radiacdo solar letal a vida, pois
tem alto poder carcinogénico, porém ¢ filtrada pela camada de ozénio integra ®.

A acdo carcinogénica dos raios UV se deve a formagdo de dimeros de timina nas moléculas
de DNA. Normalmente, essa mutagdo ¢ corrigida pelos produtos dos gene3s de reparo do DNA.
Entretanto, quando isso ndo ocorre, essas mutagdes sdo transmitidas para as células filhas,
levando ao aparecimento de um céncer >,

Os raios ultravioletas da luz solar sdo provavelmente o agente cancerigeno mais atuante na
espécie humana. Os canceres de pele, que sdo os mais freqiientes em humanos, tém estreita
relacdo com exposicao ao sol e sdo encontrados predominantemente nas pessoas expostas a luz
solar por periodo prolongado (lavradores, marinheiros, etc.) *.

O risco de aparecimento desses tumores depende da intensidade e duragdo da exposigdo e da
protecdo natural de cada individuo. A suscetibilidade a esses tumores ¢ inversamente
proporcional a pigmentagdo cutdnea, j& que a melanina ¢ um filtro eficiente da radiacao

ultravioleta @,
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As exposi¢des prolongadas ao sol, principalmente na infancia e na adolescéncia, podem
resultar em cancer de pele na idade adulta. Os individuos de pele e olhos claros que se expdem
excessivamente ao sol, sio mais suscetiveis a desenvolverem algum dos principais tipos malignos
de cancer de pele, como o carcinoma basocelular (CBC), o carcinoma espinocelular (CEC) e
melanoma cutaneo ¥,

Dentre os demais fatores de risco associados a este tumor, existem 0s pessoais, como a
pigmentagdo da pele, lesdes precursoras (ceratoses), predisposicdo genética e fatores
imunoloégicos. Agentes quimicos como o arsénio e as nitrosaminas, assim como fatores
relacionados a dieta, exposicdo a virus e predisposicdo relacionada a traumas, queimaduras e

. . . . . . . 32
cicatrizes, que podem ser identificados como agentes relacionados ao meio ambiente 2.

3.2.5 Epidemiologia do Cancer de Pele

O carcinoma basocelular e o carcinoma epidermoide (CEC), também conhecidos como
tumores de pele ndo-melanoma, sdao os tipos de cancer de pele mais freqiientes, com 70 e 25% de
incidéncia respectivamente **. S3o também os tipos de tumores malignos mais comuns no Brasil
e no mundo.

O numero de casos de cancer de pele (CEC e CBC) estimados para o Brasil em 2008 ¢ de
55.890 casos para homens e 59.120 para mulheres, de acordo com a Estimativa de Incidéncia de
Cancer publicada pelo Instituto Nacional do Cancer (Figura 2). Estes valores correspondem a um
risco estimado de 62 novos casos para cada 100.000 homens e de 60 para cada 100.000 mulheres.
A regido sul ¢ a que apresenta a maior incidéncia, com aproximadamente 164 novos casos para
cada 100.000 habitantes. Santa Catarina é o estado com a maior incidéncia, tanto em homens
quanto mulheres V.

Entretanto estes nimeros nao representam a realidade, pois existe um consideravel numero
de casos que acabam sem registro devido ao sub-diagnostico. Conseqiientemente, as estimativas

das taxas de incidéncia e dos nimeros esperados de casos novos em relacdo a este tipo de cancer

. . . , . 24 . e aA s
devem ser consideradas como estimativas minimas “¥. Em virtude da sua alta incidéncia, mesmo
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com o diagnoéstico precoce tornando-o eminentemente curavel, constitui um enorme problema

. . , 29
financeiro para os sistemas de saude'*”.

Mais de 99% das pessoas acometidas por CBC sdo de pele branca e 95% se encontram em

idade entre 40 e 79 anos ©?.
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Figura 2: Estimativa de incidéncia dos principais tumores no Brasil para o ano de 2008.
Fonte: Instituto Nacional do Cancer — INCA *¥

A Sociedade Americana de Cancer estimou que, no ano de 2007, mais de um milhao de casos
de carcinoma epidermoéides e basocelulares estariam associados a radiacdo ultravioleta %

A incidéncia desses tumores parece estar crescendo em todo o mundo. O pais com maior
nimero de casos ¢ a Australia, chegando a uma incidéncia de 827 casos por 100.000 habitantes

no ano de 1984, contra uma incidéncia de 19 casos por 100.000 habitantes de média no mundo
(25)
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3.3 Carcinoma Basocelular

O Carcinoma Basocelular (CBC) ¢ uma neoplasia maligna da pele. Foi primeiramente
descrita por Jacobs em 1827 ¢ ¢ a neoplasia mais comum em humanos **.

Nos carcinomas basocelulares, lesdes pré-malignas sdo identificadas em regides de relativo
aumento de exposi¢do ultravioleta no corpo humano, como nariz, proeminéncia zigomatica,
orelhas, testa e couro cabeludo, correspondendo a 85% de todos os casos GD Em trabalhadores
com longa exposi¢do solar, sdo encontradas também em bragos, maos e pernas % Sdo menos
freqlientes no tronco e nas extremidades do corpo. Podem aparecer sobre queimaduras e
cicatrizes ©V.

As lesdes ocorrem em pele exposta e ndo exposta ao sol, entretanto, apresentam biologia e
morfologia diferentes em cada localizacdo. Tipicamente, o CBC ocorre a partir da quarta década
de vida, porém, exce¢des ocorrem, particularmente em pacientes com genodermatoses especificas
(que diminuem a pigmentagdo da pele e aumentam o risco da indugdo oncogénica da radiagao
ultravioleta ou promovem instabilidade genotipica na epiderme) *” ou imunossupressao.

Geralmente os pacientes ndo referem queixas a respeito do tumor, a ndo ser a sua presenga
fisica. Em raras ocasides podem apresentar desconforto ou dor, indicando a possibilidade de
comprometimento de fibras nervosas. Metdstases sdo raras e estdo relacionadas ao tamanho e
profundidade da lesio .

Apesar de existirem diferentes apresentagdes clinicas para o CBC, a caracteristica mais
comum ¢ a forma de nodulo assintomatico ou lesdo ulcerada e elevada da pele (Figura 3),
contendo vasos telangectasicos. CBC tem tendéncia a ser localmente destrutivo (Figura 4). Areas
de alto risco para recidiva incluem a regido central da face (periorbital, palpebras, sulco
nasolabial), regido retroauricular, canal auditivo e couro cabeludo (. Tumores com crescimento
agressivo tendem a ser maiores e ulcerados, podendo invadir e destruir olhos, orelhas e narizes
(29)

O aspecto clinico do carcinoma basocelular ¢ muito variado e compreende-se em distintos
tipos clinicos:

e CBC plano cictricial: localiza-se principalmente na regido temporal, as lesdes sao

inicialmente uma pequena formagao papulosa, de superficie lisa e com telangectasias. Forma
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uma placa delimitada por bordas elevadas com pequenas ulceragdes centrais cobertas por

crosta, adotando na epiderme um aspecto cicatricial **.

e (CBC nodular ulcerado: a lesao inicial € uma pequena ulceragdo redonda de localizacao maior
em couro cabeludo e nariz. Suas bordas sdo lisas e centralmente ha uma lesdo infiltrada. Pode
ser considerada como uma evolugio do CBC nodular e pode ser destrutivo ©?.

e CBC pigmentado: contem pigmento melanico. E encontrado com freqiiéncia no tipo
nodular®?.

e CBC nodular: ¢ um tumor globuloso de cor eritematosa, superficie lisa, coberto por
telangectasias e maculas pigmentadas ©%.

e (CBC vegetante: ¢ redondo e papilomatoso. Pode ulcerar e ser confundido clinicamente com
um carcinoma espinocelular %

e CBC superficial: ndo possui tendéncia a se infiltrar. Ocorre com freqiiéncia no tronco,
podendo ser multiplo. Possui superficie rosada, circunscrita com bordas elevadas, maculas
pigmentadas e telangectasias podem estar presentes. Crescem lentamente, no entanto, se nao
tratados podem ulcerar e evoluir para um CBC infiltrante ¢,

e CBC esclerodermiforme: ¢ um tumor raro e localiza-se mais freqlientemente na face.
Apresenta uma placa bem delimitada de cor amarelada e aspecto céreo com superficie lisa e
telangectasias. E infiltrante ©¥.

Os carcinomas basocelulares derivam do epitélio basaloide localizado na protuberancia
folicular, nos bulbos capilares e nas matrizes foliculares das células e em células basaldides
especificas da epiderme interfolicular. Os CBC manifestam um perfil de queratina similar aqueles
da parte inferior do foliculo piloso e isto o distingue da camada de epitélio epidérmico basal
adjacente. Expressam queratinas dos tipos 5, 6 e 14, e também integrinas alfa 2 e beta 1, de uma
maneira que nio tem relacio com os subtipos tumorais **.

CBC sao comumente classificados em agressivos e ndo agressivos. A maioria dos autores
considera os tipos micronodular, infiltrativo e esclerodermiforme e misto com pelo menos um
componente agressivo independente do tamanho do tumor, no grupo agressivo. Os tumores nado
agressivos incluem os tipos nodular e superficial. Apesar da classificagao do tipo superficial

ainda ser motivo de debate 7

(33)

, segundo a Classificacdo de Sexton, ele pertenceria ao grupo nao-

agressivo
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Os tumores agressivos sao caracterizados por uma variada combinagao de problemas clinicos,

incluindo aumento da probabilidade de extensao subclinica e/ou excisdo incompleta e/ou invasao
1D

e recorréncia loca

Figura 3: Carcinoma basocelular de fronte
Fonte: Acervo do autor

Figura 4: Carcinoma basocelular avancado de dorso
Fonte: Acervo do autor
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3.3.1 Diagnostico do CBC

Um dos grandes desafios da oncologia ¢ o diagndstico precoce dos tumores. Apesar da baixa
letalidade dos tumores de pele (CBC e CEC), o diagnostico tardio pode levar a ulceragdes e
deformidades importantes.

Atualmente, o diagnostico dos tumores de pele se baseia na analise histopatologica de um
fragmento do tecido. Através dela, pode-se avaliar o grau de diferenciac@o celular do tecido, suas

®)

caracteristicas citoldgicas, morfologicas e estruturais (Figura 5) Seus resultados sao

confiaveis, entretanto dependem da interpretagdo de patologistas, os quais nem sempre chegam
ao mesmo diagndstico. Outra limitacdo diz respeito a necessidade da remocao tecidual, ou seja, €

. . . 1
um procedimento invasivo !°.
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Figura 5: Fotos de carcinoma basocelular corado pela técnica H-E, visto a microscopia dptica com aumento de
40x. Observa-se invasao de células semelhantes a da camada basal (mais escura) no tecido conjuntivo (réseo).
Nota-se ainda que estas células apresentam-se em ninhos celulares na derme.

Para o diagnoéstico dos limites dos tumores cutaneos, a cirurgia micrografica de Mohs, que

consiste na analise das bordas do tumor pelo patologista durante o tratamento cirargico, ¢
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atualmente a técnica que apresenta melhores resultados. Entretanto existe o inconveniente de ser
uma técnica demorada, tanto para o cirurgido quanto para o patologista (36),

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas para aprimorar o diagnostico precoce do cancer.
Como exemplo, pode-se citar a dermatoscopia, tomografia computadorizada, epiluminescéncia
microscopica, imagens produzidas pelo efeito “Doppler” dos lasers, ressonancia magnética,

. : . A . 13; 37; 9; 10;
microscopia confocal a laser, espectroscopia por fluorescéncia e espectroscopia Raman 37 % 10:

1)

A espectroscopia Raman tem se mostrado promissora na investigagdo de doencas malignas.
Ela ¢ capaz de fornecer importantes informagdes diagnosticas sem a necessidade da remogao
tecidual. Permite detectar modificagdes na bioquimica celular, caracteristicas de alteragdes
neoplésicas, e analisa-las em segundos, possibilitando resultados em tempo real 9.

Outra possivel aplicagdo da espectroscopia ¢ o diagndstico de lesdes pré-malignas e a
diferenciacdo de tecido cutdneo normal do patologico, propiciando uma cirurgia segura € com
margens adequadas®®.

Com o advento das fibras Opticas, a possibilidade da utilizagdo da espectroscopia no
diagndstico in vivo tornou-se real. Através destes probes pode-se, virtualmente, alcangar qualquer
localizagdo no corpo *”. Desta maneira, esta técnica podera se tornar uma boa alternativa para os

exames anatomopatologicos, com a vantagem do diagnstico instantaneo ©*.

3.4 Espectroscopia Raman

O fenomeno de espalhamento Raman foi primeiramente descrito pelo fisico indiano C. V.
Raman em 1928, o que lhe rendeu o Prémio Nobel em 1930. Na década de 60, com o advento do
laser, passou a ser utilizado para a determinacdo da composi¢do molecular de uma amostra

(solida, liquida ou gasosa) 7?.
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Figura 6: Fisico indiano C. V. Raman (55)

Com a introducdo da espectroscopia Raman no infravermelho préximo no final da década de
1980, iniciou-se o uso da técnica Raman em estudos teciduais. Anteriormente, estes estudos eram
dificultados devido a forte fluorescéncia dos tecidos biolodgicos, que impedia a obtengdo de
espectros Raman com boa relagdo sinal-ruido, por ser um sinal muito mais intenso que o proprio
sinal Raman “®. Nos tultimos quinze anos, sua aplicagdo em analises bioldgicas teve grande
impulso, motivada pelo desenvolvimento de novas técnicas de laser que fornecem radiagdo
monocromatica, por espectografos que permitem uma dispersdo eficiente e por detectores que
possibilitam alta sensibilidade “". A evolugdo da infomratica com processadores mais rapidos e
com maior capacidade de armazenamento de dados também contribuiu para o desenvolvimento
da espectroscopia Raman.

Através desta técnica € possivel diferenciar materiais bioldgicos normais e patologicos com
grande precisdo. Podem-se analisar diferentes materiais sem provocar danos a amostra, de
maneira rapida e sem preparacao prévia do material, possibilitando um exame in vivo em tempo

real 1%,
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A espectroscopia Raman apresenta um potencial promissor como uma ferramenta analitica
para o diagnostico de cancer porque pode diferenciar a composi¢do quimica e estrutura molecular

de tecidos normais e patologicos %

3.4.1 O Efeito Raman

O efeito Raman ¢ um processo em que hé troca de energia entre a luz e a matéria. Quando a
radiacdo eletromagnética proveniente de uma fonte monocromatica (como o laser) atinge uma
substancia, ela pode ser absorvida, espalhada ou transmitida. No espalhamento elastico, chamado
espalhamento Rayleigh, toda luz espalhada tem a mesma freqiiéncia da luz incidente?.
Entretanto, para algumas moléculas, esta pode ser inelastica, a qual leva a matéria para um nivel
de energia excitado, o que resulta numa perda de energia do foton e este ¢ espalhado com
freqiiéncias menores que a incidente. O espalhamento Raman pode resultar tanto em um foton de
menor energia, quanto em um féton de maior energia. No primeiro caso, o foton incidente
encontra a molécula em um estado vibracional fundamental e o féton espalhado a deixa em um
estado vibracional excitado; a diferenca de energia entre o foton incidente e o espalhado
corresponde, portanto, a energia necessaria para excitar este nivel vibracional. O mesmo acontece
caso o foton espalhado tenha maior energia que o foton incidente, pois existe um niimero finito
de moléculas que, devido as condi¢des ambientais, ja se encontram num estado vibracional
excitado e, quando a molécula retorna ao estado fundamenta, um foton de maior energia do que o

foton incidente € criado (Figura 7) “n
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Figura 7: Diagrama dos niveis de energia. As linhas horizontais grossas representam os niveis de energia
eletronicos e as linhas horizontais finas representamos niveis vibracionais de cada nivel eletronico. S0 - estado
eletronico fundamental;S1 - estado eletronico excitado; nexc - freqiiéncia da radiacio de excitacio; nR -
freqiiéncia do espalhamento Raman; nF freqiiéncia da emissio fluorescente; UV - radiacdo ultravioleta; IV -
radiac¢ao infravermelha.

As freqiiéncias Raman s3o conhecidas como linhas Stokes quando o foton € espalhado com
energia maior que a do incidente e de Anti-Stokes se a molécula estd em um estado excitado e a
colisdo com um féton causar uma perda de energia, fazendo a molécula sofrer uma transi¢ao para

um estado de energia mais baixa (Figura 8).

elastico
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Figura 8: Espectro Raman esquematico mostrando os processos Rayleigh, Anti-Stokes e Stokes.

As freqiiéncias Raman estdo relacionadas com a mudanga de energia das excitacdes

elementares de cada amostra. No caso de espalhamento Raman por vibragdoes das moléculas, o
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espectro Raman esta associado as vibragdes e rotagdes intramoleculares, dependendo assim da
simetria das moléculas e da intensidade das interacdes atomicas “2),

Utilizando-se um sistema que produza radiagdo monocromatica, como um laser, um
espectrometro que disperse a luz e um detector que converta esse sinal luminoso em elétrico,
obtém-se um espectro Raman, em que a intensidade do sinal espalhado varia em funcdo da
freqliéncia de vibracdo do sistema molecular. Pode-se, assim, estudar os movimentos vibracionais
das moléculas dos diferentes materiais, permitindo sua identificacdo. O espectro Raman ¢&,
portanto, a impressao digital da molécula, demonstrando, assim suas informagdes bioquimicas

especificas .

3.4.2 Aplicacoes Biomédicas da Espectroscopia Raman

A Espectroscopia Raman (ER) ¢ uma técnica utilizada na determina¢do da composi¢ao
molecular de uma amostra sélida, liquida ou gasosa. Nao provoca destruicao das amostras, ¢ um
método ndo-invasivo ¢ os resultados podem ser obtidos em tempo real. Através desta técnica ¢
possivel diferenciar materiais biologicos normais de patologicos com grande precisdo .

Com o advento de cabos de fibras Opticas especialmente projetadas para aplicagdes
biomédicas, pdde-se aperfeicoar os aparelhos e aumentar sua praticidade. Possibilitou-se, assim, a
sua inser¢do em equipamentos como laparoscopios, endoscopios, cateteres e agulhas, dando
condigdes de estudo in vivo em tempo real de vérios tecidos biologicos % 444,

Através da ER, ¢é possivel caracterizar e diferenciar microorganismos, investigar células,
tecidos e fluidos corporeos “ *®. Outra aplicagdo, ligada a indéstria farmacéutica é a analise
biodindmica de drogas. Esta técnica ¢ também utilizada para detecg¢ao de gases (C02, SO2, NO2

46 - ~ :
@9 quantificagdo de componentes sanguineos no soro

e O2) dissolvidos em solu¢do aquosa
humano (proteina, albumina, triglicerideos, glicose) “® ¢ na identificacdo de drogas (4lcool,
acetaminofen, ticlopidina) *” também no soro humano.

Devido a capacidade de analisar a composi¢ao molecular, a técnica Raman pode ser utilizada
para diferenciacdo de tecidos malignos de benignos. Pode também avaliar o célcio e lipidios em

. 49
artérias humanas nos processos de ateromatose *.
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Uma das limitagdes do uso da ER nestes tecidos, que ¢ a ocorréncia da emissao fluorescente
das moléculas bioldgicas, pode ser minimizado utilizando-se fontes de excitacao laser na regido
do infravermelho préximo. Outra limitagdo encontrada quando se utilizam cabos de fibra dptica
esta relacionado a presenca do sinal Raman proveniente do quartzo da fibra dptica, comportando-
se como um ruido para o sinal gerado pelos tecidos bioldgicos. Este problema pode ser

©)

minimizado com a utilizacdo de fibras Opticas especiais ", aplicacdo de filtros Opticos na

extremidade dos cabos das fibras ), através da disposi¢do geométrica mais eficiente das fibras ©
e através do aumento da abertura numérica das fibras de excitagio .

Recentemente, varios grupos de pesquisa demonstraram o potencial da espectroscopia
vibracional no diagnostico de cancer em varios 6rgios ©°. Estes grupos tém demonstrado que
diferentes achados no espectro vibracional podem estar relacionados a alteracdes moleculares e
estruturais associadas com transformacio neoplasica ©”. A ER vem sendo utilizada para detectar
canceres de origem epitelial e mesenquimal, como mama, cérebro, colon, bexiga e pele .

Por se apresentar como uma ferramenta muito util na analise quantitativa de amostras
biologicas, a espectroscopia Raman pode ser utilizada no diagndstico médico in situ e ex-situ a
fim de minimizar os procedimentos invasivos e executar tanto o diagnostico como o tratamento
em apenas uma intervengao cirurgica.

Em 2006, Matousek et al descreveram a primeira espectroscopia Raman transcutdnea de
tecido 6sseo in vivo ®”. No mesmo ano, Haka et al conseguiu analisar as margens de resseccio de

. . . . 1
tumores de mama in vivo utilizando a espectroscopia Raman ©V.

3.4.3 Espectroscopia Raman na Pele

A espectroscopia Raman foi utilizada para investigacdo da pele primeiramente por Edwards
em 1992 ©?. Desde entdio vém sendo utilizada como uma ferramenta para caracterizar a estrutura
molecular da pele normal e com doenga (%3¢ 38:3%: 59

Diversas moléculas biologicas, como acidos nucléicos, proteinas e lipidios apresentam bandas
Raman distintas, proporcionando assim, informagdes sobre suas estruturas. As alteragcdes

moleculares e celulares que ocorrem no cancer podem resultar em diferencas espectrais nos
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tecidos normais e cancerosos “*>*. Tecidos tumorais apresentam diferentes propriedades opticas,
que sao causadas, principalmente, por mudangas nas estruturas moleculares das proteinas e
lipidios.

Gniadecka et al (1997) comparou a estrutura molecular da pele normal com a pele com
doencas benignas (dermatofibroma, ceratose seborréica, ceratose actinica, ceratoacantoma, nevos
compostos, nevos displasicos) e malignas (CBC, CEC). Lesdes histogeneticamente correlatas
(ceratose actinica e CEC) apresentaram espectros similares, mas nao idénticos. Cada lesdo
produziu um espectro unico e reproduzivel, concluindo que a espectroscopia Raman ¢ uma

ferramenta wtil no diagnostico de lesdes cutaneas ¥

3.4.4 Alteracoes bioquimicas da célula neoplasica e a espectroscopia Raman da pele

As células neoplasicas apresentam alteracdes caracteristicas como aumento do material
nuclear, aumento da razdo nucleo-citoplasma, aumento da atividade mitdtica e distribuicao
anormal da cromatina, entre outros. Existe uma progressiva perda da maturacdo celular, e a
proliferagdo de células nio diferenciadas resulta em um aumento da atividade mitotica. @ °”

Estas caracteristicas gerais das células neoplasicas resultam em mudancgas especificas no
acido nucléico, proteinas, lipidios e na quantidade ou na conformacio dos carboidratos. *

As células neoplasicas captam aminoacidos em maior velocidade que as normais e realizam a
glicolise com mais eficiéncia. O metabolismo dos lipidios ¢ pouco alterado e a composi¢ao das
gorduras nas células neoplésicas tende a ser semelhante a da dieta do hospedeiro. *’ Também
sintetizam proteinas mais rapidamente. A quantidade de lactato produzida ¢ maior que em células
normais. Enzimas proteoliticas, como a serina e cistina sdo secretadas em maior quantidade,

ocasionando alteragdes moleculares nos tecidos que podem indicar uma neoplasia. A

espectroscopia Raman pode ser utilizada para detectar estas alteragdes bioquimicas especificas.
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3.4.4.1 Proteinas

As proteinas sdo compostos orgéanicos de alto peso molecular. Sdo formadas por aminoacidos
conectados por ligagdes de amido (peptideos) ©®. Representam cerca de 50 a 80% do peso seco
da célula sendo, portanto, o composto organico mais abundante da matéria viva.

A estrutura primaria da proteina ¢ determinada pela seqiiéncia dos aminodcidos. Vérios
aminoacidos podem ser detectados pela espectroscopia Raman, como por exemplo, a adenina
(727 cm™), timina (746 cm™), fenilalanina (1003 cm™), tirosina (1207 cm™) e triptofano (bandas
em 1338, 1361 e 1553 cm™) ®®. Na estrutura secundaria da proteina, o sinal Raman ¢é
influenciado pela amida I (1650 - 1660 cm™', vibragdo de estiramento de C=0), pela amida III (na
regido de 1240 cm™, vibragdo de estiramento C-N e C-H ¢ pela vibragio do C-C na regido de 940

Cm—l) (53:57)

3.4.4.2 DNA

Os acidos nucléicos, como o DNA, sdo constituidos por nucleotideos, que consistem de
aglcares tipo fosforilase ligados & purina ou a base de pirimidina. ®® As bases de purina sio
formadas pela adenina e guanina e as bases de pirimidina sdo formadas pela citosina e timina no
DNA e formadas de uracil no lugar da timina no RNA.

O DNA pode existir em varias conformacdes, € a espectroscopia Raman pode ser utilizada
para determinar estas conformacdes. Em geral, as bandas vibracionais Raman do DNA sdo
atribuidas predominantemente, aos aglicares ou as suas quatro bases em vdrias regides espectrais

de 800 a 1800 cm™', predominantemente em 786 ¢ 830 cm™. %
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Os lipidios estdo presentes na pele em varias conformagdes. No estrato corneo, os lipidios sdo

encontrados na forma cristalina. J& na pele total, os lipidios estdo na forma fluida, na forma de

adipdcitos, perdendo sua estrutura cristalina e interagindo mais livremente com as proteinas

Na forma cristalina, os lipidios sdo caracterizados por bandas Raman nas regides espectrais

de 1066 ¢ 1130 cm™. J4 na pele total, o pico dos lipidios se encontra na regido de 1100 cm

As membranas celulares sdo formadas por duplas camadas de moléculas de fosfolipidios. O

espectro do fosfolipidio contém vibragdes do C-N, enquanto que nas cadeias hidrofobicas este

espectro corresponde a vibragdo do C-C (1100cm™). Cadeias de deformagio de CHz e vibragdes

de =C-H (aproximadamente 1267cm™), também podem ser detectadas utilizando a

espectroscopia Raman, assim como os modos vibracionais C=C (aproximadamente 1670cm’

38)

Tabela 1: Picos Raman de diferencas espectrais caracteristicas de CBC na derme e
sua correlacio bioquimica.

Deslocamento Identificacio

Raman (cm'l)
727 Adenina
746 Timina
786 DNA, RNA (estiramento simétrico PO2)
830 DNA (estiramento assimétrico PO2), Tirosina
957 Lipidios, Proteinas (deformagdo CH3)
1003 Fenilalanina (anel)
1085 Lipidios, acidos nucléicos (estiramento simétrico PO2)
1127 Lipidios (estiramento C-C, trans)
1207 Tirosina, Fenilalanina
1304 Lipidios, Proteinas (amida III), adenina, citosina
1336 Adenina, Fenilalanina, deformagdes CH
1445 Lipidios, Proteinas (deformagdo CH2)
1651 Lipidios (estiramento C=C)

1640-1680 Proteina (amida I)

Fonte: NIJSSEN, et al. @

1N (14;
)(
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Tabela 2: Energia e identificacio dos principais modos vibracionais da pele
humana normal e maligna ex vivo (CBC)
Deslocamento Identificaciao

Raman (cm'l)

700 - 800 Adenina, Timina, DNA e RNA
810 — 860 Polissacarideos
900 — 985 Aminoacidos, Valina, Prolina
1003 — 1005 Fenilalanina (anel)
1021 - 1144 PO2, Acidos Nucléicos
1144 - 1122 Tirosina
1222 - 1362 Lipidios, Proteinas, Amida III
1300 — 1400 Adenina e Fenilalanina
1400 — 1500 Proteinas e Lipidios
1540 — 1620 DNA
1640 - 1680 Amida I — Banda de Proteinas

Fonte: Gniadecka ¥

3.5 Processamento dos Espectros Raman

A técnica de Espectroscopia Raman tem se mostrado eficaz na andlise de amostras biologicas,
entretanto, a sua eficacia ndo estd somente relacionada a uma boa coleta de sinal, mas
principalmente ao tipo de analise espectral empregada, uma vez que os espectros possuem muitas
informagdes nao perceptiveis em uma analise meramente visual. Varios fatores e picos nos
espectros dependem de uma anélise especifica para detecta-los e diferencia-los “".

A Analise dos Componentes Principais (PCA) ¢ uma das anélises mais utilizadas. Trata-se de
uma analise estatistica multivariada que vem complementando a eficacia da espectroscopia
Raman, sendo capaz de qualificar os espectros de acordo com as suas diferengas, manifestadas
com picos. Outra técnica, a dos Minimos Quadrados Parciais (PLS) que também tem sido

utilizada para quantificar espectros %Y.
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3.5.1 Analise dos Componentes Principais (PCA)

A PCA ¢ uma técnica de andlise estatistica multivariada empregada com eficiéncia nas
analises espectroscopicas, permitindo a identificagdo tanto de alteragdes patologicas como na
determinagio de pardmetros Opticos de tecidos normais e patologicos “'**). Os espectros obtidos
podem ser alterados por uma série de fatores que influenciam seu padrao. Dentre estes fatores,
pode-se citar diferencas nos constituintes das amostras, ruidos de fundo, ruidos de foton,
variagdes no espectrometro, manuseio da amostra e outros artefatos. Esses fatores alteram a
aparéncia final do espectro. Os fatores mais importantes estao relacionados com a composicao da
amostra, visto que se objetiva classificar os sinais em grupos bem definidos. A PCA ¢ uma
ferramenta que permite separar a informagdo relevante de ruido ou artefato e também
compreender e reconhecer padrdes 7.

A PCA possibilita classificar as amostras em categorias bem definidas, a partir de um
conjunto de espectros obtidos destes materiais, porém sem necessidade de conhecimento prévio
da composi¢do bioquimica dos mesmos. Esse fato ¢ importante, porque nem sempre se tem a
informacédo completa da composicio do material que estd sendo analisado V.

A PCA ¢ baseada na repeticao da coleta de espectros em pontos diferentes e em diferentes
amostras. Com isto, ha a ampliacdo das possibilidades de se verificar quais sdo as bandas de
relevada importancia para a identificacdo das variaveis e verificar também quais sdo as bandas
com 0 mesmo comportamento 6h)

No calculo da PCA, os dados obtidos na leitura espectral sio decompostos em componentes
principais (PC), que sdo as variagdes de maior ocorréncia em todo o conjunto de dados das
diferentes amostras. Cada PC representa o eixo de maior variagdo espectral. Apos o calculo do
componente principal, esta informag¢do ¢ subtraida do conjunto de dados e um novo PC ¢
calculado. Os escores (ES) sdo coeficientes de escala, ou seja, a intensidade que cada PC se
apresenta em cada espectro e sdo calculados para cada componente principal “V.

A equacdo da PCA pode ser descrita como:

A=PC x ES
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onde A representa o conjunto de espectros originais do material a ser analisado, PC os espectros
dos componentes principais ¢ ES representa os escores, ou as intensidades que cada PC apresenta
em cada espectro original.

Visando a separagdo dos dados espectrais em grupos com caracteristicas semelhantes, os
varios PCs sdo cruzados no intuito de se obter um agrupamento e a melhor classificagdo das
amostras.

Como a PCA utiliza toda a informacao espectral, e resulta em uma intensidade de cada
espectro com relagdo ao componente principal, diferencas insignificantes que poderiam passar
despercebidas em analises visuais ou utilizando faixas espectrais ou mesmo bandas sdo
efetivamente levadas em consideracdo. Decompondo matematicamente os espectros em
componentes principais, as informagdes mais importantes sao utilizadas como critério de

identificacdo dos tecidos, visto que cada componente principal é por defini¢io um espectro ©V.

3.5.2 Utilizacao da PCA na Espectroscopia Raman

A Analise dos Componentes Principais vem sendo amplamente utilizada por varios autores
em associacao com a ER para a andlise de amostras biologicas.

Pandya et al (2008) diferenciou tecido pancreatico normal de canceroso em ratos utilizando a
espectroscopia Raman no infravermelho proximo (785nm) e a PCA. Foram analisados 920
espectros, com sensibilidade entre 91 e 96% e especificidade entre 88 e 96%. O tecido tumoral
foi caracterizado por apresentar aumento de colageno e diminuicdo de DNA, RNA e lipidios,
quando comparado com o tecido normal 2.

Kawabata et al (2008) utilizou a PCA para diferenciar cancer gastrico de tecido nao-
neoplasico analisado pela Espectroscopia Raman. O experimento foi realizado com um
espectroscopio Raman (1064nm) em 251 espécimes de bidpsia gastrica endoscopica contendo
tecido tumoral e normal. A sensibilidade foi de 66% e a sensibilidade de 73% para diferenciar
tecido neoplasico de normal .

Maheedhar et al (2008) diferenciou cancer de ovario de tecido normal ex vivo utilizando a

PCA e a distancia de Mahalanobis como instrumentos de analise dos espectros. Foram analisados
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72 espectros provenientes de 8 ovarios normais e 7 com tumores. Utilizou-se um espectroscopio
Raman no infravermelho proximo sintonizado em 785nm. Foi encontrada diminui¢ao do espectro
na banda da amida I e aumento na banda da amida III nos tecidos tumorais quando comparado
com o ovario normal Y.

Kast et al (2007) detectou alteracdes neoplasicas e pré-neoplasicas em mama de ratos através
da espectroscopia Raman no infravermelho préximo, utilizando a PCA como instrumento de
analise. Foram analisados espectros coletados de 17 tumores, 18 tecidos peri-tumorais e 17
tecidos da mama contra-lateral. Houve diferenca estatistica entre os tecidos tumorais, mastite € o
tecido normal .

Em suma, a técnica PCA possibilita analisar os espectros e agrupa-los, dependendo da
informacao espectral observada em cada componente principal correlacionada com a alteragao

histologica do tecido neoplasico.
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4 Material e Métodos

4.1 Obtencao das Amostras

Amostras de Carcinomas Basocelulares foram obtidos de pacientes provenientes do
consultorio privado. Foram coletadas no Hospital Regional do Oeste e no Hospital da Unimed de
Chapeco — SC.

As amostras foram obtidas de procedimentos cirtrgicos de bidpsias excisionais de pele em
lesdes de pele humana suspeita de CBC. Estas lesdes foram entdo divididas em duas partes, uma
delas submetida a analise histopatologica convencional (hematoxilina-eosina) e outra identificada
e prontamente armazenada em nitrogénio liquido (-196°C) para posterior analise por
espectroscopia Raman. As amostras para analise Raman foram retiradas da parte central do
tumor, o que ndo prejudica a analise das margens de resseccao.

As amostras foram armazenas em tubos criogénicos de 1,2mL Nalgene® e mantidas
congeladas em nitrogénio liquido até a realizagdo da espectroscopia Raman, que implicou no
transporte das amostras até o Laboratério de Espectroscopia Raman do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP) em Sdo José dos
Campos. Este transporte foi realizado em tambor de nitrogénio liquido, evitando o
descongelamento e a possivel degradagdo das amostras.

As lesdes suspeitas foram classificadas em malignas (diagnéstico histopatologico de CBC) e
ndo-malignas (ceratoses, acantomas, cistos dermoides, etc.). Somente fizeram parte do estudo as
amostras com diagndstico histopatoldogico confirmado para malignidade (carcinomas
basocelulares). Amostras de pele normal foram obtidas através de retalhos de pele normal de
outras cirurgias. Em virtude da concentracdao local de individuos com fototipo de pele I e II,
somente esses tipos de pele fizeram parte do estudo. As amostras foram conservadas em tubos
criogénicos e mantidas congeladas em nitrogénio liquido até a realizagdo da espectroscopia.

Para a realizacdo do estudo dos componentes basais foram utilizadas espectros de tendao
humano (coldgeno) e gordura da adventicia de artérias corondrias (lipidios) armazenados no

banco de dados do Laboratorio de Espectroscopia Raman do [P&D da UNIVAP.
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4.2 Tamanho da Amostra

Foram examinados 54 fragmentos de tecido cutdneo, sendo 13 amostras de peles normais e 41
amostras com suspeita de carcinomas basocelulares.

Foram excluidas do estudo quatro amostras referentes a carcinomas basocelulares
pigmentados de um paciente com fototipo de pele III e oito amostras cujas andlises
histopatoloégicas mostraram ndo se tratarem de carcinomas basocelulares (um carcinoma
basoescamoso, um ceratoacantoma, trés ceratoses, dois carcinomas epidermoides in sifu e um
carcinoma epidermoide infiltrativo).

Portanto, permaneceram no estudo 13 amostras de peles normais (29 espectros) e 29 amostras

com diagnostico histopatologico (58 espectros).

4.3 Parametros Eticos

Os pacientes foram informados da pesquisa e foi obtida a permissdo para a utilizacdo das
amostras, sendo que apds o consentimento verbal, foi assinado um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (anexo A). Os pacientes terdo acesso aos resultados do estudo. O estudo foi
desenvolvido de acordo com os principios éticos, conforme as normas do Comité de Etica da

UNIVAP, tendo sido aprovado por este sob o nimero 043/07 (anexo B).

4.4 Realizacio da espectroscopia Raman

A andlise das amostras foi realizada no Laboratorio de Espectroscopia Raman do Instituto de

Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP).
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Utilizou-se um sistema Raman de bancada (Figura 9) que possui um laser de diodo AsGaAl
(Micro Laser Systems Inc., model L4830S), sintonizado em 830 nm (infravermelho proximo)
com poténcia de 100mW. Para a filtragem, direcionamento e focalizacao do laser foi utilizado um
sistema Optico composto por um filtro passa-faixa holografico para o comprimento de onda do
laser (Kaiser Optical Systems, model HLBF 830), um prisma de angulo reto de silica fundida e
uma lente de distancia focal de 100 mm. O diametro do feixe de laser focalizado no porta-

amostras foi de 0,2 mm. A poténcia do laser apds o sistema optico foi de 60mW.

Filtro passa-banda
holografico

Laser de diodo

CCD Espectrografo

LD _ Filtro notch

. = | | | Lentes
—
=SS EE e

; ' P v A Lente
Microcomputador orta-
amostras U

Prisma

Figura 9: Diagrama esquematico do espectrometro Raman dispersivo de bancada. Poténcia do laser: 60mW,
comprimento de onda de excita¢io: 830nm, resoluciio espectral:8 cm™.

O fragmento de tecido cutaneo foi colocado em um porta-amostras constituido basicamente
por um suporte de aluminio fosco medindo 10 mm de largura por 20 mm de altura, adaptado a
um posicionador com deslocamento nos trés eixos. Este porta-amostras foi posicionado de forma
a fazer um angulo de aproximadamente 45° com relacdo ao feixe laser incidente. A coleta da luz
retroespelhada e da emissdao provenientes do tecido foi feita por um sistema 6ptico composto por
duas lentes, também a 45° com relacdo ao feixe laser incidente. Para evitar a reflexdo especular
da amostra, que poderia entrar pelo espectrografo e causar saturagdo do detector, o angulo foi

ligeiramente diferente de 45°. A radiagdo laser foi bloqueada na entrada do espectrografo por
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meio de um filtro rejeita-banda do tipo notch com comprimento de onda de rejeicdo de 830 nm
(Spectral Iridian Technologies, model PN — ZX 000080).

O elemento dispersor de luz foi um espectrografo de imagem f/4 com grade de difragdo de
600 linhas/mm (Chromex, Model 250IS). A fenda de entrada do espectrografo foi fixada em
200pm. A resolugdo maxima deste instrumento para a abertura da fenda escolhida foi de 8 cm™.
Para a detec¢ao do sinal luminoso, utilizou-se uma camara CCD (Princenton Instruments, model
ST130) refrigerada por nitrogénio liquido associada a um controlador da cdmara. Esta camara
CCD ¢ composta por 1024 elementos dispostos na horizontal que ¢ o sentido da dispersdo da
grade do espectrografo e 256 elementos dispostos na vertical. O tempo de exposi¢do para
obtencao dos espectros foi escolhido de maneira que nao houvesse saturagdo do sinal da camara
CCD e situou-se entre 50 e 100 s.

As amostras foram descongeladas individualmente, a temperatura ambiente e mantidas
umidas, com solugado fisiologica a 0,9% até a coleta de dados. A fim de evitar a degradagdo das
amostras, as mesmas foram mantidas descongeladas num periodo nao superior a 20 minutos.

As amostras possuiam didmetro entre 2 e 5 mm. Foram realizadas coletas de espectro em um
ponto central e outro periférico em todas as amostras, para posterior analise. Algumas amostras
de tecido normal foram feitos dois espectros na parte central € um na periférica. Foram utilizadas
pincas para o manuseio, colocacdo e posicionamento corretos das amostras para sua leitura
espectroscopica.

Apds o experimento, as amostras foram fixadas em formol a 10%, acondicionadas em frascos
rotulados, identificadas e encaminhadas para o exame histopatologico. Os dados foram

comparados com os laudos histopatolégicos prévios da pega principal.

4.5 Analise Histopatologica

A biodpsia foi inicialmente fixada e armazenada em formol 10%. Foram confeccionados
blocos de parafina, realizados cortes micrométricos e corados com corantes especiais. A analise

histopatoldgica foi realizada no Instituto de Patologia do Oeste de Chapeco — SC.
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As amostras foram processadas de acordo com as etapas da técnica histoldgica: desidratacao
em diferentes concentragdes de alcool, diafanizagao em xilol, inclusdo em bloco de parafina para
0 corte em micrétomo com uma espessura de 4um, coloracdo com hematoxilina e eosina, € por
ultimo, a montagem das laminas para sua leitura em microscopia optica.

A amostra submetida a espectroscopia também foi submetida aos mesmos procedimentos de
analise histopatologica, apds a coleta de dados. A analise foi realizada no Instituto de Patologia

Oeste de Chapec6/SC.

4.6 Pré-processamento dos Espectros

Foram realizadas calibragdo e filtragem dos espectros para a obtencdo de espectros sem
ruidos de fundo e artefatos. Para tanto, foram utilizados os seguintes softwares: Matlab (The
Mathworks, MA, USA, versao 4,2) e o Excel (Microsoft Corporation, MA, USA, versao 7.0).

Para corrigir a dependéncia da intensidade da oOptica de coleta do espectrdmetro Raman
(lentes / espectrometro / CCD) com relagdo ao comprimento de onda da radiagdo na faixa de
interesse, foi realizada a calibragdo da resposta espectral. A calibragdo do espectrometro em
relagdo ao deslocamento Raman foi realizada no inicio de cada nova se¢ao de experimentos,
devido a necessidade de conhecer a localizagdao de cada banda de um espectro em termos da sua
freqliéncia e ao fato de que a posicao da amostra no espectrografo pode sofrer deslocamento entre
0s experimentos.

O pré-processamento dos espectros Raman envolveu na primeira etapa a remogao da emissao
de fluorescéncia de fundo (componente espectral de baixa freqiiéncia) e a filtragem do ruido
eletronico e ruido de foton (componente de alta freqiiéncia). A emissdo fluorescente, sem
importancia em termos de caracteristicas espectrais, foi removida por meio de um filtro
polinomial, que consiste na aplicagdo de um polindmio de ordem 4 no espectro bruto e subtrair
este polinomio do sinal. Apos a filtragem da fluorescéncia, os espectros foram normalizados,
visando a equalizacdo das intensidades. Para remover o ruido de alta freqiiéncia e melhorar a

relacdo sinal-ruido do espectro Raman, utilizou-se filtragem do tipo passa-baixas digital. O pré-



49

processamento foi realizado por uma rotina implementada no software Matlab (The Mathworks,
versao 5.2).
Ruidos espurios tais como oriundos dos raios cdésmicos foram removidos manualmente no

software Excel.

4.7 Analise de Dados

A fim de verificar quais as regides espectrais apresentaram maiores diferencas entre os
tumores malignos (CBC) e a pele normal, os principais picos de um determinado espectro do
tecido CBC foram correlacionados com o respectivo pico de um tecido normal, realizando-se
uma compara¢do de posicao de banda e intensidade. Esta andlise foi apenas descritiva e teve o
intuito de mostrar as bandas Raman que aparecem nos dois tecidos e correlacioné-las com os
componentes bioquimicos presentes, descritos na literatura.

Visando classificar os espectros em dois grupos dependendo dos resultados histologicos das
biopsias, foi aplicada a técnica PCA. A PCA objetiva encontrar os espectros de variancia, e
correlacionar estes espectros com o tipo de tecido analisado. Os coeficientes da PCA, que sdo os
PCs (espectros das variancias) e os ESs (intensidades destas varidncias em cada espectro),
fornecem as informagdes necessarias para encontrar as varidveis que mais se relacionam na
diferenciacdo dos tipos de tecidos.

Os componentes principais foram plotados e a indicagdo de qual ou quais PCs sdo
responsaveis pela maxima diferenciagdo espectral foram determinados a partir do célculo da
distancia Euclidiana e de Mahalanobis entre os dois diferentes tipos histologicos (pele normal e
carcinoma basocelular). A distancia de Mahalanobis, por levar em consideragdo a covariancia dos
dados, ¢ um parametro muito util para classificar os dados de um grupo comparativamente a
outro ¢ também para verificar a coesdo do agrupamento da nuvem de pontos experimentais,
visando a analise discriminante.

Para a andlise dos Componentes Basais (coldgeno e lipidios) foi utilizando o método dos
minimos quadrados (LSM) afim de verificar a quantidade relativa destes componentes dentro do

espectro dos tecidos analisados.
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5 Resultados

Na Figura 10 sdo apresentados os espectros Raman médios e normalizados de amostras de
diferentes tipos de tecidos cutaneos humanos (pele normal e lesdes cutaneas benignas e malignas)
no intervalo espectral de 800 a 1800cm™. Pode-se observar diferencas de intensidade de algumas
bandas do espectro Raman em todos os tecidos, enquanto outras permanecem inalteradas. A
correlagdo entre os picos Raman e os componentes bioquimicos foi realizada como descrito na
Secdo 3.4.4: banda em 1659cm™ (entre 1640 e 1680cm™), que corresponde ao estiramento C=0
da amida I; banda em 145lcm” (entre 1420 e 1500 cm™), que corresponde & vibracio de
deformagdo do CH2 dos lipidios; bandas entre 1271 e 1333cm™, que corresponde a vibragio N-H
¢ estiramento C-N da estrutura alfa-helicoidal da amida III, banda em 11250m’1, correspondente
ao estiramento C-C dos lipidios; banda em 1085cm™, correspondente ao estiramento simétrico
PO, dos lipidios e 4cidos nucléicos; a banda em 1002cm™, que corresponde ao anel (ligagdes C-
C) da fenilalanina; bandas entre 873 - 946cm™ que correspondem ao colageno, devido a vibragio
da prolina e do estiramento C-C da estrutura protéica (* % 9,

As proteinas podem ser identificadas através das bandas da amida I, no intervalo de 1600 a
1700cm™, correspondendo principalmente, ao modo de vibragio de estiramento das ligagdes
C=0; e amida III, no intervalo de 1222 a 1362cm’, correspondendo a vibragao no plano das
ligagdes do N-H, e também pelo estiramento do C-N, além de outras vibragdes mais fracas. (14;
38; 67)

Achados espectrais provenientes da conformacdo dos lipidios sdo identificados pela
deformagdo do CH, na regido entre 1420 e 1500cm™, do estiramento C-C com banda em 1125cm

" ¢ estiramento PO, simétrico em 1085 cm™ %7,
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Figura 10: Espectro Raman dispersivo de pele normal, ceratose, carcinoma basocelular, carcinoma
epidermédide in situ e carcinoma basocelular pigmentado.

Em virtude da pequena quantidade de amostras, foram retirados do estudo as amostras de
carcinomas espinocelulares, ceratoses e carcinomas basocelulares pigmentados.

Na Figura 11 sdo apresentados os espectros Raman médios das amostras de pele normal e
pele com CBC na regido entre 800 a 1800cm™, onde podem ser observadas diferencas espectrais
importantes em cada tipo de tecido. Essas diferengas ocorrem, principalmente, nas regides
identificadas no grafico: regido 1 - bandas de 800 a 1000cm™; regido 2 - bandas de 1000 a
1100cm™; regidio 3 — bandas de 1200 a 1350cm™; e regido 4 - bandas de 1500 a 1600 cm™. Nio
se observou um decréscimo relevante entre os picos de proteinas e lipidios nas bandas de 1400 a

1500cm™, que pudesse ter impacto no diagndstico.
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A pele normal apresenta lipidios enddgenos que podem ser identificados nas bandas de 946 e
1297cm™ correspondendo, respectivamente, a fosfolipidios e ceramidas ©”. Achados espectrais
de lipidios em tecido cutineo encontram-se na regiio de 1050 - 1100cm™ (cadeia de
hidrocarbono). As deformagdes C-H associada a lipidios e CH; a proteinas correspondem ao pico
1445cm™. O conteudo protéico da pele normal pode ser visualizado principalmente pelas bandas
de amida I (1659cm™), amida IIT (1304cm™), além de diversas outras vibragdes mais fracas ao
longo do espectro % 7).

A regido 4 da Figura 11 corresponde a amida I (1600 - 1680cm™) e estd relacionada as
vibragdes C=0. No nosso estudo, foi verificado um pequeno aumento da intensidade do espectro
do CBC na regido de menor energia desta banda, em torno de 1600 a 1500cm™.

Nas bandas espectrais de 1540 a 1620cm™ (regifio 4) ¢ 1040 a 1100cm™ (regifio 2), que
correspondem ao modo vibracional do DNA, foi observado um aumento na intensidade do
espectro no tecido do tipo CBC.

No intervalo espectral de 800 a 1000cm™ (regiio 1), correspondente a vibragio de
estiramento dos aminoacidos, adenina, timina, DNA e RNA, também houve diferencas espectrais
entre os tecidos normais e neoplasicos.. Na regido de 940 cm™ (banda de proteina, deformagéo
CH3) ha uma diminui¢do da intensidade do espectro no CBC.

As alteragdes bioquimicas encontradas no tecidos malignos modificam significativamente a
intensidade das bandas de vibragdo da amida III (regido 3), sendo que na intensidade da banda
em 1271cm™ ¢ duas vezes menos intensa que na pele normal.

Na regido da banda em torno de 1450 cm™, relacionada a proteinas e lipidios (CHs e CH>),

tnao foi verificado um aumento significativo da intensidade no espectro do CBC.
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Figura 11: Espectros Raman dispersivos de pele normal e carcinoma basocelular, com suas areas de maior
diferenca espectral grifadas com niimeros.

A fim de verificar a possibilidade de separagdo das amostras em fun¢do das diferencas nas
caracteristicas espectrais dos tecidos normais ¢ CBCs, foi aplicado um método de separagdo
baseado na decomposicao espectral multivariada chamada Analise dos Componentes Principais
(PCA — Principal Components Analysis). Através desta técnica estatistica, foi possivel diferenciar
os espectros Raman das amostras analisadas em tecidos normais e malignos (CBC).

Os quatro primeiros PCs s3o mostrados na Figura 12 e sdo responsdveis por
aproximadamente 90% de todas as variagdes espectrais nos dados coletados dos fragmentos de
pele. Pela analise da Figura 12, pode-se observar que o PC1 reproduz o espectro médio de todos
os dados inseridos na analise e possui achados espectrais tanto da pele normal quanto da pele
com CBC. Ja o PC2, apresenta informagdes nao-correlacionadas com o PC1, com posigdes de

bandas (positivas e negativas) que podem ser usadas para diferenciar tecidos com doenca de
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tecidos normais. PC3 e PC4, apesar de apresentarem bandas similares a pele normal e com CBC,

nao adicionam informagdes relevantes ao estudo.
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Figura 12: Quadro com os quatro principais PC’s obtidos a partir dos espectros Raman.

Os escores dos dois primeiros PCs (PC1 e PC2) foram plotados na Figura 13. Estes escores
forma utilizados para implementar uma rotina de separagao dos dados nos dois tipos de tecido (N
e CBC) de acordo com as informagdes espectrais relevantes encontradas em cada PC. Pode-se
observar que a separagdo entre os dois tipos de tecidos foi efetiva, porém ¢ necessario
implementar um separador entre os dois grupos, a fim de implementar a analise discriminante.
Foram implementados dois tipos de discriminantes: o primeiro baseado na distancia Euclidiana e
o segundo na distancia de Mahalanobis (Figura 13). A Tabela 3 apresenta o resultado da analise
discriminante entre os dois tipos de tecidos utilizando os dois tipos de classificadores. A distancia
de Mahalanobis apresentou melhor discriminagdo quando comparada com a Euclidiana, podendo
identificar corretamente e separar os dois tipos de tecidos, proporcionando uma sensibilidade de

0,93 e uma especificidade também de 0,93.
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Figura 13: Componentes Principais 2 versus 1 (PC2 x PC1) para todos os espectros Raman. No grafico foram
tracadas as linhas Euclidiana e distincia de Mahalanobis para separar os casos de CBC dos normais.

Tabela 3 Resultados do algoritmo diagndstico baseado nas distincias Euclidianas e de Mahalanobis aplicadas
aos PC1 e PC2.

Algoritmo Diagndstico baseado na PCA

Euclidiana Mahalanobis Euclidiana Mabhalanobis
Histopatologia N CBC N CBC Sensibilidade  Especificidade Sensibilidade Especificidade
y y Y y
N (29) 25 4 27 2 0,86 0,93 0,93 0,93

CBC (56) 4 52 4 52

No presente estudo, também foi desenvolvido um modelo de identificacdo simplificado do
tipo de tecido baseado na composi¢ao bioquimica da amostra, basicamente na quantidade relativa
de colageno e gordura encontradas em cada tecido, utilizando-se de espectros Raman de tendao
humano para as fibras colagenas e células adiposas (adipécitos) para a gordura. Este modelo
simplificado, que se utiliza apenas dois componentes bioquimicos, pode ser de grande
importancia, pela sua simplicidade e possibilidade de anélise sem necessidade de processamentos

matematicos mais complexos. A Figura 14 apresenta os espectros do tenddo e de adipdcitos
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provenientes de amostras humanas. Estes espectros mostram bandas nas mesmas posi¢des que 0s

encontrados na pele normal e na pele com CBC.
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Figura 14 Espectros Raman dos componentes basais colageno de tenddo humano e gordura dos adipocitos
utilizados para desenvolver o modelo bioquimico.

A intensidade relativa destes dois componentes bioquimicos encontrada em cada espectro
normalizado de tecido foi calculada ajustando-se, através de minimizacdo por minimos
quadrados, da intensidade de cada espectro com a intensidade de cada um dos dois espectros
basais. Este modelo foi entdo comparado com os resultados da Analise dos Componentes
Principais (PCA). A Tabela 4 apresenta a porcentagem de gordura e coldgeno calculada para cada
espectro Raman de tecido. Uma linha de classificagao foi tracada baseada na intensidade média
(Euclidiana) dos componentes de gordura e coldgeno (Figura 15). Este modelo simplificado
mostrou sensibilidade e especificidade de aproximadamente 0,86 e 0,93 para o percentual de
colageno (Tabela 4), sendo este resultado comparavel ao algoritmo dos PCA e distancia

Euclidiana.
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Tabela 4: Resultados do diagnéstico utilizando o0 modelo simplificado baseado nos componentes bioquimicos

Diagnostico baseado no modelo simplificado

Colageno %  Adipdcitos % Colageno % Adipdcitos %
Histopatologia N CBC N CBC Sensibilidade  Especificidade Sensibilidade Especificidade
y y Y y
N (29) 25 4 24 5 0,86 0,93 0,83 0,93
CBC (56) 4 52 4 52
0,8 0,5
. 0,4 - .
o 06 N o & N
g cBC| 2 034 V. |CBC
o 04 - e O 02 % v
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o | \© 1R
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Figura 15: Intensidade relativa dos dois componentes bioquimicos em cada tipo de tecido, associado ao
tracado da linha Euclidiana para separacio dos mesmos
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6 Discussao

Os tecidos normais e com CBC apresentam diferencas espectrais que podem ser usadas para
diferencia-los in vitro 1 3% 66: 689 Egtaq diferencas foram utilizadas para o diagnostico 6ptico
pela implementagdo de rotinas baseadas nos escores dos componentes principais da PCA e
também através de um modelo bioquimico simplificado, pelo calculo da porcentagem relativa de
componentes bioquimicos especificos, encontrados nos tecidos sob analise, no caso particular
colageno e lipidios. Estes componentes sdo os mais importantes na diferenciagdo entre os tecidos
normais e malignos (CBC) nas regides espectrais das vibragdes C-C e amida III.

As bandas dos peptideos amida I e amida III estdo claramente presentes no espectro da pele.
As vibragdes da amida I sdo representadas pela regido espectral em torno de 1640cm™ e refletem
principalmente as vibragdes C=0. J4 as vibragdes da amida III sdo representadas em torno de
1270cm™ e refletem um modo mais complexo, envolvendo diversas bandas quimicas
(estiramento C-R, N-H, e deformagio CNH) 7.

Nijssen et al e Nunes et al analisaram pele normal e com carcinoma basocelular e concluiram
que existem diferengas entre os picos de amida I e III, proteinas e lipidios*®*Y.

Lawson e Barry, Williams e Wu et al em seus estudos de espectroscopia Raman em pele
observaram um aumento na intensidade do espectro do CBC nas bandas da amida I, comparadas
com tecido de pele normal “* 7. J4 Gniadecka, nio encontrou diferengas significativas nestas
bandas “®. No trabalho de Nunes et al, o ganho de intensidade neste pico pode ser observado na

1G9 Neste estudo,

regido de menor energia desta banda, em torno de 1600 a 1500cm
encontramos um pequeno aumento da intensidade do espectro do CBC na regido de menor
energia, semelhante aos achados de Nunes.

Os primeiros estudos com espectroscopia Raman para diagnostico de cancer foram
desenvolvidos em utero, ovario e colo de utero ¢ também foi demonstrada a diminui¢do da
intensidade do espectro da amida III "". Este fenomeno foi observado por outros autores em

(36; 66) Alteragdes no espectro Raman da amida s3o atribuidas a mudangas

cancer de pele
conformacionais das proteinas. O coldgeno contribui predominantemente no espectro Raman da
pele e mudancgas na sua estrutura ou sua degradagdo podem explicar a diminui¢do da intensidade

das bandas de amida ©?. A degradagdo de colageno ¢ influenciada pelas metaloproteinases 2. O
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: . : . 3
aumento destas enzimas é encontrado em tumores invasivos de pele, como o CBC .

Os tumores apresentam um aumento na sintese de acidos nucléicos e proteinas devido ao
elevado numero de mitoses e, conseqiientemente, ao aumento da duplicagao do material genético,
responsaveis pela proliferacdo celular maligna descontrolada. Estas bandas correspondem ao
modo vibracional do DNA, que se apresenta aumentado em virtude da maior sintese de acidos
nucléicos e proteinas nos tumores. Isso explica o aumento da intensidade dos espectros nas
bandas relacionadas ao DNA (1540 a 1620cm™ e 1040 a 1100 cm™). Achados semelhantes foram
observados por Mahadevan-Jansen, que encontrou bandas intensas na regido 1540 ¢ 1570cm™,
correspondendo a bases de nucleotideos Guanina e Adenina, formadoras do DNA ©7.

A estrutura dos lipidios ¢ representada pela vibragdo do CH2 na regido entre 1420 e 1500cm
! Estes picos sdo complexos ¢ dependem de vérios fatores, como por exemplo, as ligacdes de
hidrogénio que podem estar alteradas devido ao crescimento tumoral e suas demandas. Neste
estudo, ndo foi verificada uma alteragdo significativa nestas bandas. Essa ocorréncia pode estar
relacionada com uma compensacao entre os picos das proteinas e dos lipidios, visto que ocorre
um aumento da sintese protéica nos tecidos malignos como citoqueratinas e colageno do tipo I,
que compensaria o consumo de lipidios elevado que ocorre também nestes tecidos.

Os resultados da aplicagdo de um modelo baseado na PCA e analise discriminante via
distancia de Mahalanobis nos espectros Raman da pele normal e CBC mostrou melhor
sensibilidade do que o algoritmo utilizando o modelo bioquimico simplificado e a distancia
Euclidiana. A PCA utilizando a distdncia Euclidiana mostrou resultados comparéaveis aos do
modelo bioquimico. Todos apresentaram a mesma especificidade.

A PCA pode ser efetivamente utilizada para classificagdo de doencas humana, ja que cada
componente principal apresenta um espectro Unico e caracteristico correlacionado com a
histopatologia do tecido. Neste estudo, a PCA pdde separar ambos tipos de tecidos com alta
concordancia com a histopatologia, se valendo da distancia de Mahalanobis como discriminador.
Os vetores dos componentes principais foram utilizados para analise prospectiva espectral,
através do calculo do escore de cada componente principal projetado em cada um dos dados
espectrais, por meio do calculo dos minimos quadrados. As intensidades resultantes dos dois
primeiros PCs foram plotados no mesmo espaco cartesiano.

Os resultados 93% de sensibilidade e 93% de especificidade na classificacdo das amostras em

tecidos normais e tumorais (CBC) através da analise da PCA e a distancia de Mahalanobis, aqui
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apresentada, sdo semelhantes aos resultados encontrados na literatura. Nijssen et al conseguiu
100% de sensibilidade e 93% de especificidade na diferenciagdo do carcinoma basocelular do
tecido normal adjacente utilizando a espectroscopia Raman em amostras de tecidos. Pode-se,
assim, demarcar as bordas do tumor e suas margens “*). Sigurdsson et al analisou 222 casos de
cinco diferentes tipos de lesdes cutaneas in vitro através da espectroscopia Raman. Conseguiu
80,5% de classificagdo correta para melanoma (indice similar ao obtido na dermatoscopia por um
médico experiente) e 95,8% para carcinoma basocelular. A maioria das alteragdes estavam em
pequenas bandas do espectro de proteinas e lipidios .

Adicionalmente, foi aqui mostrado que um modelo simplificado baseado na quantidade
relativa de componentes bioquimicos basicos, o coldgeno e os lipidios, obteve resultados
comparaveis aos algoritmos baseados em estatistica multivariada. Pela sua facil realizacdo, o
modelo bioquimico pode ser aplicado a qualquer dado, sem necessidade de pré-processamentos
ou técnicas de reducdes e a andlise prospectiva pode ser feita sem a necessidade de identificagdao
dos componentes principais, uma vez que o espectro Raman dos componentes bioquimicos
basicos nada mais ¢ do que a base das informagdes espectrais do tecido estudado.

Através do estudo das principais diferencas espectrais e utilizando-se de fibras Opticas poder-
se-a analisar a estrutura de qualquer tecido do corpo humano. Em principio, a classificagao
tecidual pode ser feita instantaneamente apds a coleta do espectro. Assim, no futuro esta técnica
podera se tornar uma alternativa para as bidpsias histopatologicas e exames de congelagdo

transoperatorios, sem a desvantagem do tempo de realizagao e sem destrui¢ao do tecido.
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7 Conclusoes

1 — A espectroscopia Raman dispersiva no infravermelho proximo, utlizando excitagao
em 830nm, mostrou ser uma técnica sensivel e eficiente na reprodugdo de espectros de tecidos
cutaneos normais ¢ doentes, € que estes espectros possuem alteragdes significativas nas bandas
espectrais relativas a amida III e DNA presentes nos tecidos, tornando possivel sua diferenciagao

espectral;

2 — Os resultados apresentados neste estudo indicam que a espectroscopia Raman
dispersiva no infravermelho préximo pode ser utilizada para diferenciar tecidos normais de

tecidos com carcinoma basocelular ex vivo;

3 — Através de um modelo bioquimico simplificado, utilizando espectros de tendao
(colageno) e tecido adiposo (adipécitos), foi possivel identificar alteragdes espectrais especificas
destes componentes presesntes nos tumores e na pele normal, sendo utilizado para sua

diferenciacao.
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Anexo A - Formulario de consentimento pés-informado

Com o objetivo de conhecer melhor os mecanismos de desenvolvimento das doencas, pesquisadores
realizam estudos cientificos. Estes estudos podem ser realizados com fragmentos de tumores removidos em cirurgias.

Vocé sera submetido a remogdo de um tumor cutdneo como tratamento da sua doenga. Rotineiramente,
utiliza-se parte do tumor retirado para exames histologicos, necessarios para o diagnéstico. O restante do tumor
retirado ndo ¢ utilizado, sendo armazenado para novos exames ou descartados conforme a Legislagdo Sanitaria
regulamentar sobre o assunto.

A obtencdo e o estudo dos referidos fragmentos ndo implicardo em riscos adicionais no seu tratamento ou na
sua cirurgia, nem tampouco, em aumento de tempo da mesma ou da extens@o na incisdo cirrgica.

Sua privacidade e identidade serdo preservadas, pois o fragmento de tumor sera identificado no laboratdrio
por codigos e letras.

O projeto de pesquisa que utilizara esse material foi aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa da
UNOCHAPECO. Trata-se de uma técnica chamada biopsia optica ou Espectroscopia Raman, que trard muitas
vantagens na area da Oncologia como diagnostico precoce do cancer. Vocé terd acesso aos resultados da pesquisa.

Concordando com o uso do material, € necessario esclarece-lo(a) que ndo existem quaisquer beneficios ou
direitos financeiros sobre eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar com a doagdo, sua
decisdo ndo influenciara de nenhum modo no seu tratamento. Vocé receberd uma copia deste documento e o original
serd arquivado em seu prontuario.

Somente assine este termo se consentir.

DECLARACA
Declaro estar ciente das informacoes ora prestadas,
tendo lido atentamente e concordado com todo o seu

teor.

Chapeco, de de .

Assinatura do Paciente ou Responsavel

Nome:

RG:




Anexo B - Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE GOMUNIT{\RIA REGIONAL DE CHAPECO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA.

=
UNOCHAPEC:

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer N°:

Pesquisador Responsavel: Benito Bodanese
Registro do CEP: 043/07

Situagao: APROVADO

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Comunitaria Regional de Chapecé
— UNOCHAPECO, analisou na reunido do dia 17/08/2007, o protocolo de pesquisa n°
043/07, referente ao projeto de pesquisa: “Espectrometria Raman Dispersia no
Diagnéstico de Carcinomas Basocelulares”,

Mediante a importancia social e cientifica que o projeto apresenta, a sua
aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favoravel a
realizagao do projeto classificando-o como APROVADO.

Chapeco, 22 de agosto de 2007

D
‘Roberto Dei
Coordenador do Comité de Etica.

UNIVERSIDADE COMUNITARIA REGIONAL DE CHAPECO - UNOCHAPECO
End: Av. Sen. Atilio Fontana, 591-E, Bairro Efapi- Cep:89809-000 — Caixa Postal: 747- Chapeco — SC.
Email: cep@unochapeco.edu.br





