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DIAGNOSTICO DE PATOLOGIAS DA TIREOIDE POR
ESPECTROSCOPIA RAMAN

Resumo

O diagnodstico das patologias de tiredide normalmente ocorrem por puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF) e o material € encaminhado para analise
citolégica. Entretanto, este procedimento possui baixa sensibilidade,
apresentando uma variacdo de 2% a 37%. A aplicacdo da técnica de
espectroscopia vibracional, na caracterizacdo destas alteragcdes podera resultar
no desenvolvimento de métodos minimamente invasivos para diagnoéstico de
doencas de Tiredide. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar as
caracteristicas biogquimicas de tecidos e horménios (T3 e T4) da glandula tiredide
por meio de espectros FT-Raman. Pela andlise de discriminante linear dos
espectros Raman dos tecidos, foi possivel estabelecer (em percentuais) o indice
de classificacdo correta entre os grupos: Tecido Adjacente ao Bocio, Regido
nodular do Bocio, Adenoma Folicular, Carcinoma Folicular e Carcinoma
Papilifero. Como resultado para o confronto entre os grupos Tecido adjacente ao
bocio versus bocio regido nodular foi obtido o indice de 58.3 % de classificacéo
correta; este percentual se mostrou baixo, ndo sendo possivel discriminar os
espectros Raman destes dois grupos. Entre bdécio (regido nodular e periferia)
versus carcinoma papilifero, o indice de classificacdo correta foi de 64.9 %,
considerado bom. Resultado relevante foi obtido na analise dos espectros de
tecidos Benignos (Bocio e Adenoma Folicular) versus Malignos (Carcinomas
Papilifero e Folicular), cujo percentual foi 72.5 %, considerado bom. Foi possivel
também encontrar, por meio do observacdo visual, modos vibracionais dos
hormoénios nos tecidos patolégicos de tiredide. Como conclusao, foi possivel
identificar algumas diferencas bioquimicas, representadas pelo espectros FT-
Raman, factiveis de serem utilizadas para classificacdo dos grupos histologicos
da tiredide. Entretanto, mais estudos serdo necessarios devido a dificuldade de
padronizacdo dos grupos histopatolégicos.

Palavras-chaves: Cancer de Tiredide; Bidpsia Optica; Espectroscopia Raman.



THYROID TISSUE ANALYSIS THROUGH RAMAN SPECTROSCOPY

Abstract

The diagnosis of thyroid pathologies is usually made by cytologic analysis of the
fine needle aspiration (FNA) material. However, this procedure has a low
sensitivity at times, presenting a variation of 2% to 37%. The application of
optical spectroscopy in the characterisation of alterations could result in the
development of a minimally invasive and non-destructive method for the
diagnosis of thyroid diseases. Thus, the objective of this work was to study the
biochemical alterations of tissues and hormones (T3 and T4) of the thyroid gland
by means of molecular vibrations of the FT-Raman spectra. Through the
discriminative linear analysis of the Raman spectra of the tissue, it was possible
to establish (in percentages) the correct classification index among the groups:
goitre adjacent tissue, goitre nodular region, follicular adenoma, follicular
carcinoma and papillary carcinoma. As a result of the comparison between the
groups goitre adjacent tissue versus goitre nodular region, an index of 58.3% of
correct classification was obtained; this percentage was considered low, and it
was not possible to distinguish the Raman spectra of these groups. Between
goitre (nodular region and around) versus papillary carcinoma, the index of
correct classification was 64.9%, which was considered good. A relevant result
was obtained in the analysis of the benign tissues (goitre and follicular adenoma)
versus malignant tissues (papillary and follicular carcinomas), for which the
index was 72.5% and considered good. It was also possible, by means of visual
observation, to find similar vibrational modes in the hormones and pathologic
tissues. In conclusion, it was possible to identify some biochemical alterations,
represented by the FT-Raman spectra, that could possibly be used to classify
histologic groups of the thyroid. However, more studies are necessary due to the
difficulty in setting a standard for pathologic groups.

Key-Words: Thyroid Cancer; Optical Biopsy; Raman Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

A tiredide é considerada o 6rgao de maior funcdo enddécrina do corpo humano.
A secrecdo dos hormoénios tiredideanos exerce importante funcdo para o
crescimento e desenvolvimento normais, além de contribuir na homeostasia,
producdo de calor e energia. Alteracbes na sintese e secrecdo dos hormonios
tireoideanos podem acarretar retardo do crescimento, doencas vasculares,
disfuncbes pulmonares e renais, constipacdo crbnica, alteragcdes no sistema
neuromuscular, sintomas referentes ao sistema nervoso central, anemia, entre
outras patologias associadas (GREENSPAN; STREWLER, 1997).

Dentre as lesdes que acometem este 6rgdo, o cancer tem se destacado como
um dos problemas mais importantes e de dificil diagnéstico (GREENSPAN;
STREWLER, 1997). No Brasil, o cancer de tiredide representa 4,5% das neoplasias
nas mulheres e 0,9% no género masculino. Os carcinomas tireoidianos sao
classificados em diferenciados (papilifero e folicular), ndo diferenciados (anaplasicos
e medulares), sendo os carcinomas papiliferos mais incidentes, seguidos pelos
foliculares (INCA, 2007).

A incidéncia e mortalidade por cancer de tireéide no Brasil, calculadas dentro
de um periodo de 20 anos (1980-1999), foram classificadas em trés grupos apés a
andlise dos dados referentes a sete cidades do Brasil. Verificou-se que o primeiro
grupo, formado por Belém, Porto Alegre, Recife e Salvador, apresentavam menores
taxas de incidéncia. Sado Paulo e Distrito Federal se destacaramm por apresentar as
maiores taxas, enquanto Goiania apresentou um valor situado entre esses dois
grupos extremos. A variabilidade das taxas de incidéncia entre locais deve estar
relacionada as variacbes de cobertura dos Registros de Céancer de Base
Populacional, assim como a disponibilidade e acesso a recursos diagnosticos e
terapéuticos (COELI et al., 2005).

O exame de Ultra-sonografia (US) atualmente é empregado no diagnéstico
dos nodulos tireoidianos, tanto benignos quanto malignos, entretanto seus achados
sao inespecificos para caracterizacdo do nédulo, sendo necessario, paralelamente,
a realizacdo da puncédo aspirativa por agulha fina (PAAF). A PAAF é excelente no
diagnéstico do carcinoma papilifero, porém pouco especifica nos carcinomas

foliculares e de células de Hirthle. Todavia, quando o resultado citolégico depara
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com o “Padrédo Folicular” ndo faz diagndstico diferencial com bocios, adenomas e
tireoidites crbnicas, sendo entdo considerados, resultados suspeitos para
malignidade e o tratamento freqientemente é cirargico (FERRAZ et al., 2001).

Entretanto, estudos prévios verificaram que a sensibilidade e a especificidade
da PAAF na deteccdo do cancer em nddulos de tiredide foram, respectivamente,
87% e 62%, e a sensibilidade e a especificidade do US foram, respectivamente, 81%
e 70%. A combinacdo em série dos dois exames (PAAF e US) resultou em
sensibilidade de 69% e especificidade de 91%, e a combinagédo em paralelo (PAAF
ou US) apresentou sensibilidade de 94% e especificidade de 52%. Assim, a eficacia
da PAAF depende da experiéncia em selecionar e aspirar nddulos palpaveis para se
obter esfregacos com celularidade representativa; preparacdo adequada dos
esfregacos, como fixagcdo e coloragao; e finalmente, conhecimento e familiaridade
com a histopatologia de lesdes tireoidianas (PECCIN et al., 2003).

Outro aspecto a ressaltar no diagnostico diferencial dos nodulos de tiredide é
a busca de aperfeicoamentos desses métodos. Alguns trabalhos tém sugerido o
emprego de uma série de novos marcadores moleculares que poderiam ser
aplicados em conjungcdo com a citologia aspirativa de tiredide ou, até mesmo, de
novas técnicas, como andlise de expressdao diferenciada de genes e de
“microarrays”, ou técnicas de espectroscopia 6ptica (MARCIEL, 2001).

Tendo em vista que todas as doencas, sem excecdo, sao causadas por
mudancas na bioquimica celular e/ou dos tecidos, o corrente desafio da medicina
moderna € o de encontrar uma técnica analitica que investigue estas alteracdes por
métodos minimamente invasivos e nao-destrutivos. Poucos métodos analiticos
satisfazem esses requisitos e sdo sensiveis o suficiente para revelar detalhes da
composicdo e estrutura bioquimica dos tecidos. Dentre as novas técnicas
recentemente apresentadas, a bidpsia Optica por espectroscopia Raman é uma das
mais promissoras, visto que essas alteragcfes bioquimicas e moleculares podem ser
detectadas por espectroscopia Optica através dos sinais espectrais caracteristicos
da doenca (BITAR et al., 2006).

Neste trabalho, visando minimizar as desvantagens promovidas pela biépsia
convencional, foi utilizada a técnica de espectroscopia Raman para analise das
vibracbes moleculares em amostras de tecido humano coletadas de patologias da

tiredide. O intuito foi identificar alteracdes bioquimicas presentes, valorizando assim,
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o diagndstico utilizando a espectroscopia Raman. O objetivo deste estudo esta
descrito na secéo 2.

A secao 3.1 e 3.2 deste trabalho descrevem brevemente a anatomia e
histologia da tiredide a fim de situar o leitor na regido focal deste estudo. A se¢éo 3.3
apresenta breve descricio do cancer de tiredide, suas caracteristicas,
manifestacdes e diagndstico convencional. A técnica de bidpsia Optica, seu historico,
principios fisicos, algumas aplicagbes na medicina diagnéstica e as vibragdes
moleculares dos principais constituintes moleculares encontram-se nas sec¢oes 3.4 e
3.5. Posteriormente, ha a descricdo do experimento, resultados, discussdo e

conclusao.
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2 OBJETIVOS

Perante a importancia da funcao fisiolégica glandula tirebide na manutencao
da homeostasia de um organismo humano e o corrente desafio enfrentando na
analise citoldgica, histologica, bioquimica e molecular desse tecido, o objetivo deste

trabalho foi:

= |dentificar os modos vibracionais presentes nos espectros de tecido
adjacente a leséo, bdcio regido nodular, adenoma folicular, carcinoma

folicular, carcinoma papilifero, triiodotironina e tetraiodotironina.

= Classificar os espectros obtidos de tirebide acometidos por patologias

benignas e malignas.

» Realizar, paralelamente, a analise dos espectros dos hormonios
sintéticos T3 (Triiodotironina) e T4 (Tetraiodotironina) associados com

analise dos espectros patoldgicos obtidos inicialmente.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomia da Glandula Tiredide

De origem endodérmica, a tiredide se desenvolve precocemente na porcao
cefadlica do tubo digestivo, no embrido. Produz os hormdnios tiroxina
(tetraiodotironina) e triiodotironina, que estimulam o metabolismo. Situa-se na regiao
cervical, adiante da traquéia, e apresenta-se constituida por dois lobos unidos por
um istmo, como demonstrado na figura 1 (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Os
horménios produzidos por esta glandula atuam no desenvolvimento, na manutencgao
da homeostase e na proliferagdo e diferenciacdo celular. Sabe-se que nos
mamiferos, os THs (Horménios Tireideanos) agem em todos os 6rgaos e vias
metabolicas e seus principais efeitos incluem o desenvolvimento de varios tecidos,
como o sistema nervoso central, o consumo de oxigénio, a regulacdo da
temperatura, da freqiiéncia cardiaca e também o metabolismo de carboidratos,
proteinas e gorduras. Além disso, participam da sintese e degradacdo de muitos
outros fatores de crescimento e hormdnios, o que resulta em outros efeitos
secundarios (BARRA et al., 2004).

A glandula tireéide € um dos 6rgdos enddcrinos mais estudados, e talvez um
dos mais conhecidos; mas ainda restam muitos aspectos que exigem pesquisas a
serem realizadas para que se compreenda o papel exato desta glandula enddcrina,
como mecanismo controlador, regulador e modulador de funcdes, dado que seus
efeitos podem ser evidenciados em muitos diversos niveis da organicidade. Com
efeito, a maior parte dos tecidos possui receptores (T3) e, por conseguinte, podem

ser ativadas essas muitas e diferentes funcées (DOUGLAS, 2002).
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Figura 1 — Vista anterior da glandula Tireéide (NETTER, 2000).

3.2 Histologia da Glandula Tiredide

A tireéide é composta por um epitélio cubdide, disposto de somente uma
camada, limitando espacos esféricos cheios de uma substancia gelatinosa chamada
coloide (Figura 2). Esta disposicdo celular em esferas, limitando o coléide, forma
estruturas conhecidas como foliculos tireoidianos que medem, no homem, de 0,2 a
0,9 mm de didmetro. A glandula apresenta-se envolta por uma capsula de tecido
conjuntivo frouxo que envia septos para o interior do parénquima glandular. Esses
septos vao se adelgacando gradualmente e atingem todos os foliculos, separando
uns dos outros por uma fina e irregular membrana conjuntiva, constituida
principalmente por fibras reticulares. A tiredide € um 6rgdo muito vascularizado,
apresentando uma extensa rede capilar sanguinea e linfatica entre os foliculos. As
células dos capilares sanguineos da tiredide sédo fenestradas, como ocorre
comumente nos capilares das glandulas endécrinas. Esta disposicao facilita a
passagem do hormdnio para dentro dos vasos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).
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Figura 2 — Estrutura microscépica da glandula Tiredide (DI FIORE, 2001).

3.2.1 Dificuldades para Analise Histopatolégica

A glandula tiredide € um 6rgdo complexo e com inUmeras controvérsias em
relacdo a andlise citolégica e histologica para classificacdo das lesdes benignas de
malignas. Da mesma forma, existem controvérsias referentes a conduta clinica
(regulacdo hormonal) e ao procedimento cirdrgico (tireoidectomia total ou parcial) a
ser adotado em cada caso. A dificuldade histolégica se justifica pela similaridade
interpretativa do tecido e suas patologias.

Segundo Hedinger, Willians e Sobin (1998), existem variacdes das doencas
de tiredide e o pleomorfismo das células foliculares pode ser contraditorio
evidenciando malignidade. Estas células sdo caracterizadas por alteraces
nucleares, de tamanho, formato e de hipercromatismo. Isto pode ocorrer em
hiperplasias, tireoidites crénicas e em glandulas que podem ter sido submetidas a

irradiagao externa ou radioiodo.

3.2.1.1 Lesobes Histologicamente Semelhantes a Neoplasias

A seguir foram descritas as principais patologias que acometem a glandula

tiredide e destacadas as dificuldades de interpretacdo morfolégicas por bases que

dificultam a diferenciacao das lesGes pela analise histopatoldgica.
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1) Bocio hiperplasico: lesdo causada por uma hiperplasia (Figura 3) que pode
ser difusa ou nodular, como por exemplo, doenca de Graves ou doenca de Basedow,
bocio endémico e bbécio disormonogénico. Frequentemente exibe areas de
proliferacéo folicular envolvendo o tecido, assemelhando-se a neoplasia papilar. As
estruturas macropapilares do nédulo hiperplasico podem ser confundidas com o
carcinoma papilifero. O bdécio nodular hiperplasico costuma ser encapsulado,
assemelhando-se as lesGes classificadas como adenomas por possuir atipias
celulares e irregularidade em seu limite. O Bécio adenomatoso (Figura 3) e
disormonogénico sao dificeis de se distinguir das lesées malignas, no entanto,
carcinomas raramente associam-se ao bocio disormonogénico (HEDINGER,;
WILLIANS; SOBIN, 1998).

—

i
f e

Figura 3 — Bocio adenomatoso, estruturas folicuilares, X55. (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

2) Cistos na Tiredide: representam mudancas degenerativas e/ou antigas
hemorragias no interior dos ndédulos ou adenomas. Raramente 0s cistos sao
encontrados na regido epitelial. Visto que os canceres, particularmente os papiliferos,
podem apresentar-se como cistos, todas as lesdes cisticas devem ser
cuidadosamente examinadas (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

3) Ninhos Sélidos de células (Figura 4): sao faceis de serem encontrados e
podem parecer focos de metaplasia escamosa. Estes, freqientemente, contém
mucina. Células C (claras) ou parafoliculares produtoras de calcitonina, séo
comumente encontradas nos arredores dos ninhos celulares (HEDINGER,;
WILLIANS; SOBIN, 1998).
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4) Tiredide Ectoépica (Figura 5): é o tecido localizado no meio da base lingual
no interior do mediastino. Consequientemente, ilhas de tecido normal e nodular na
glandula estédo, ocasionalmente, presentes no pescoc¢o. Estes ndo devem ser mal
interpretados, confundindo-os com metastases do carcinoma de tiredide
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

b
A
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Figura 5 — Tiretide Ectopica (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

A avaliacdo microscopica de linfonodos removidos de regido de pescoco
associados a doencas nao tireoidianas demonstra focos de foliculos aparentemente
normais. A maioria sdo metastases clinicamente ocultas dos carcinomas papiliferos
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

5)Tireoidite Cronica: particularmente a tipo Hashimoto apresenta mudancas
com aspecto de malignidade. A forte infiltracao linféide sugere linfoma maligno e em

alguns casos a proliferacdo é proeminente assemelhando-se ao carcinoma. A



29

Tireoidite presente em pequenas bidpsias da tiredide, ou em tecido tireoidiano
isolado, leva a um diagndstico errbneo de metastase de carcinoma de tiredide e
linfonodos (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

6) Tireoidite de Ridel: € uma doenca rara, sendo uma afeccdo exclusivamente
inflamatéria com lesdo proliferativa fibrosa associada & flebite oclusiva. E
significativa porque tem a tendéncia de acometer ambos os tecidos, tireoidiano e
paratiredideano, simulando um processo maligno (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN,
1998).

3.2.1.2 Neoplasias Benignas do Epitélio Tireoideano

1) Adenoma Folicular (Figura 6): € um tumor benigno encapsulado que mostra
evidéncias de células foliculares diferenciadas. O adenoma folicular normalmente é
um tumor solitario com capsula fibrosa bem definida; o tecido glandular adjacente
pode se apresentar comprimido e sua arquitetura padrdo e aspecto citolégico se
diferem daqueles que envolvem a glandula. Estas caracteristicas podem separar um
adenoma tipico de um nédulo tipico; também podem ocorrer mudancas
degenerativas como hemorragia, edema, fibroses, calcificagbes, formacdes Osseas e
cistos (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).
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Figura 6 — Adenoma folicular, X340 (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

Sado descritas diversas variantes citolégicas nos adenomas foliculares; no

entanto, o adenoma folicular com arquitetura normofolicular pode exibir estruturas
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pseudopapilares, as quais podem ser confundidas com o carcinoma folicular
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

2) Adenolinfomas consistem em tecido adiposo e células foliculares da
tiredide. Extremante raro, apesar de visto em pequenas quantidades, o estroma
(adipdcito) infiltrante ocasionalmente aparece nos tumores foliculares. O adenoma
trabecular hialinizante, também raro, tem importante diagnostico, podendo ser
interpretado como carcinoma medular ou papilifero (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN,
1998).

3.2.1.3 Neoplasias Malignas do Epitélio Tireoideano

1) Carcinoma Folicular: € uma neoplasia epitelial maligna que mostra
evidéncias de células foliculares diferenciadas, porém sem demonstrar um padrao
diagnostico de carcinoma papilifero. A morfologia dos carcinomas foliculares é
extremamente variavel, possuindo aspectos bem formados, contendo células em
arranjo solido. De qualquer forma, nem a arquitetura e atipias de células seriam um
critério de malignidade confiavel, estas modificacbes podem estar presentes em
neoplasias benignas, principalmente nos adenomas atipicos. A atividade mitotica, da
mesma forma, ndo é um indicador de malignidade (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN,
1998).

Prognosticamente, o ideal é classificar o carcinoma folicular de acordo com
seu grau de invasao, considerando os aspectos abaixo relatados:

la) Minimamente invasivo (encapsulado) (Figura 7): Tumor solitario
encapsulado, freqlientemente macico, encorpado e de superficie firme. O carcinoma
minimamente invasivo possui arquitetura e citologia diferenciada dos adenomas
(embrionario, fetal e atipico) e o diagnostico de malignidade depende
essencialmente da demonstragcao de invaséo vascular (normalmente apresenta uma
capa endotelial intravascular); esta invasdo penetra profundamente, formando uma
capsula cheia. A invasdo de um ou mais vasos no interior ou externamente a
capsula esta presente na maioria dos casos e é o maior critério de invasao capsular
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).
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Figura 7 — Carcinoma folicular, minimamente invasivo. Tumor primério, X135 (HEDINGER; WILLIANS;
SOBIN, 1998).

A distingdo entre carcinoma folicular minimamente invasivo e adenoma
folicular depende da andlise da invasao capsular e vascular. Estudos citopatoldgicos,
incluindo citologia de aspiracdo, ndao € o método adequado para conclusdo do
diagnéstico; deve-se destacar que o diagndstico ndo invasivo para o carcinoma
folicular de baixo grau é inaceitavel (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

1b) Altamente invasivo (Figura 8): estes tumores demonstram areas de
infiltracdo extensa com vasos sanguineos e/ou tecido tireoidiano adjacente,
frequentemente sem encapsulamento completo. Em contraste com 0s tumores
minimamente invasivos, estes raramente apresentam problemas para diagnéstico
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

Figura 8 — Carcinoma folicular, invasao vascular na regido capsular, X135 (HEDINGER; WILLIANS;
SOBIN, 1998).

As metastases para linfonodos regionais sdo incomuns nos carcinomas
foliculares, exceto para o carcinoma folicular do tipo diferenciado insular. As
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mestastases distantes ndo sdo observadas nos carcinomas minimamente invasivos;
gquando ocorrem, 0s pulmdes e 0ssos sdo o0s locais mais acometidos.
Histologicamente, as metastases se diferem dos neoplasmas primarios da tiredide
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

2) Carcinoma Papilifero: € uma neoplasia epitelial maligna que mostra
evidéncias de células foliculares diferenciadas; no entanto, demonstra estruturas
papilares e foliculares, bem como caracteristicas de mudancas nucleares
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

O carcinoma papilifero € a neoplasia maligna mais comum da glandula
tiredide. A maioria dos carcinomas papiliferos apresenta formacées denominadas
papilas com cobertura fibrovascular demonstrando uma Unica camada de células
neoplasicas. Os nucleos célulares do carcinoma papilifero apresentam modificacdes,
incluindo aspecto de vidro fosco (Figura 9), grande dimenséo, coloracdo opaca,
contorno irregular, nucléolo imperceptivel e pseudoinclusées resultantes de
invaginacdes citoplasmaticas. O nucleo normalmente se sobrepfe. Estes padrbes
nucleares sdo importantes para o reconhecimento do carcinoma papilifero durante o
diagndstico citopatologico pela PAAF (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

Figura 9 — Carcinoma papilifero, nacleo claro com aspecto de vidro fosco, X540 (HEDINGER,;
WILLIANS; SOBIN, 1998).

Nos carcinomas papiliferos, mitoses séo raras. O citoplasma celular
usualmente apresenta coloracdo opaca e a imunohistoquimica demonstra a
producdo de tireoglobulina. Metaplasia escamosa se faz presente algumas vezes.

Corpos psamomatosos (Figura 10) ocorrem em aproximadamente metade dos
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carcinomas papiliferos, enquanto que raramente aparecem nas lesdes de tiredide
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).
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Figura 10 — Carcinoma papilifero, corpos psamomatosos, X340 (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN,
1998).

Nos carcinomas papiliferos, os foliculos freqlientemente estdo presentes,
sendo inclusive os componentes predominantes; estes elementos foliculares
possuem aparéncia irregular, porém sao bem diferenciados. Em soma, as estruturas
papilares e foliculares com padrdo de crescimento sélido ou trabecular séo vistas.
Carcinomas mistos (papilar-folicular) exibem estruturas com comportamento
biolégico de carcinoma papilifero; desta maneira, sé@o classificados como carcinoma
papilifero (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

Os carcinomas papiliferos possuem a caracteristica de expansao para regides
de linfonodos, mas também ha metastases para 6rgédos distantes, particularmente
nos pulmdes. Foliculos tireoidianos com ou sem padrdo papilar nos linfonodos
cervicais sempre representam metastases dos carcinomas papiliferos, o qual
permanece, por vezes, clinicamente oculto. De toda forma, o valor histolégico para
graduacdo dos carcinomas papiliferos permanece consolidado (HEDINGER,;
WILLIANS; SOBIN, 1998).

Estruturas macropapilares no bdcio e no adenoma folicular estdo presentes
pela ocorréncia de hiperplasia, porém nédo devem ser confundidas com carcinoma
papilifero. Neste caso, o0 aspecto histologico nuclear auxilia na distingdo do
carcinoma papilifero.

Basofilos, calcificacdes, estrutura intrafolicular levam a mudancas

degenerativas do coldide tireoidiano. Este evento ocorre em casos de adenomas
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foliculares e carcinomas, particularidade nos tumores oxifilicos, diferentemente da
degeneracdo papilar no carcinoma papilifero com corpos psamomatosos
(HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

Variantes do Carcinoma Papilifero

2a) Microcarcinoma Papiliferocarcinoma : definido como o carcinoma
papilifero com didmetro inferior a 1,0 cm (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).
Variacdo Encapsulada: A maioria dos carcinomas papiliferos mostra padrdo de
crescimento invasivo, circunscrito ou encapsulado e de baixa incidéncia. O
carcinoma papilifero encapsulado pode ser metastasico obtendo bom progndstico se
comparado com os tumores ndo encapsulados. Ndo ha um critério morfolégico
confiavel para diferenciar estas associacfes e o termo adenoma papilifero ndo é
recomendado (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

2b) Variacdo Folicular: os carcinomas papiliferos podem ser compostos
essencialmente por foliculos; quando estes tumores sdo circunscritos, sua
diferenciacdo com carcinomas e adenomas foliculares é dificultada. A separacao
papilar desta neoplasia assemelha-se com padrdo morfolégico do carcinoma
papilifero possuindo um bom comportamento clinico (HEDINGER; WILLIANS;
SOBIN, 1998).

2c) Esclerose Difusa Variante: € um carcinoma papilifero raro com
envolvimento difuso de um ou ambos os lobos da glandula tiredide; apresenta
escleroses densas e abundantes corpos psamomatosos mesclados com carcinoma
papilifero isolado. Focos de metaplasia escamosa apresentam-se conjuntamente
com linfécitos infiltrantes incompletos (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN, 1998).

2d) Tipo Celular Oxifilico: minoria das neoplasias, podendo ser classificada
pela sua arquitetura papilar classica composta essencialmente de células oxifilicas.
Seu nucleo geralmente assemelha-se com 0s nucleos vistos em outros tumores
oxifilicos e ndo demonstra mudancas nucleares comumente associadas ao
carcinoma papilifero. Em outros aspectos, se assemelha com carcinoma papilifero
tipico, tanto morfologicamente como em seu comportamento. Podem se confundir
com tumores foliculares oxifilicos encapsulados (HEDINGER; WILLIANS; SOBIN,
1998).
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A glandula tiredide possui além dos tumores descritos acima, outros tipos de
carcinomas, como os indiferenciados (medular e anaplasico), tumores nao epiteliais,
linfomas malignos, tumores variantes e mistos, secundarios e ndo classificados. Nao
se fez necessario para este estudo, a especificacdo dos demais tipos; pela baixa

incidéncia destes, o0 estudo se limitou aos mais frequentes e principais lesdes.

3.3 Métodos de Diagnostico de Cancer de Tireoide

Fatores ambientais influenciam no desenvolvimento do cancer de tiredide,
como exposicdo a radiacdo, predispondo ao carcinoma papilifero, e fatores
nutricionais sugeridos pela maior incidéncia de carcinoma folicular observada na
populacdo iodo-deficiente. O carcinoma papilifero e folicular diferenciados séo
considerados curaveis e mais comuns. De qualquer forma, alguns pacientes correm
alto risco de recidiva e até mesmo o6bito. A maioria dos pacientes identifica a doenca
a tempo para se estabelecer um bom prognéstico (MATSUO et al., 2004,
SCHLUMBERGER, 1998).

Recentes avancos na biologia molecular procuram entender a patogénese
dos carcinomas tireoidianos. Foram identificadas mutagdes dos genes relacionados
ao receptor da tireotrofina (R-TSH) e mutagcdes de GSP em adenomas
hiperfuncionantes. Rearranjos da tirosina kinase nos dominios dos genes RET e
TRK s&@o encontrados em alguns carcinomas papiliferos. Mutacdo de genes RAS
verifica-se similarmente com alta incidéncia nos adenomas e carcinomas foliculares,
assim como o rearranjo PAX8/PPARA. A mutacdo de p53 é rara em pacientes com
carcinomas diferenciados, porém comum em carcinoma anaplasico (Figurall).
(MATSUO et al., 2004; SCHLUMBERGER, 1998).
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Figura 11 — Progressédo tumoral da neoplasia da Tiredide, com indicacdo dos genes envolvidos por
mutacao e rearranjo. Baseado no modelo de Volgstein (MATSUO et al., 2004).

A incidéncia do nodulo tireoidiano palpavel na populacéo geral é cerca de 4%
a 7%; contudo, com advento da ultra-sonografia, a prevaléncia sobe para 30%
mostrando alta capacidade mitogénica do tecido. Os nodulos sdo, em sua grande
maioria, lesbes benignas que incluem bécio coléide e os adenomas foliculares
atoxicos e toxico, enquanto que uma pequena porcao corresponde ao cancer. Os
carcinomas de tiredide se originam de dois tipos celulares: carcinoma medular
originario de células parafoliculares e as neoplasias de células epiteliais foliculares;
cerca de 1% corresponde ao carcinoma indiferenciado ou anaplasico, a neoplasia
folicular mais agressiva da tiredide (MATSUO et al., 2004).

Os varios tipos histopatoldgicos de cancer de tiredide sdo classificados em
bem diferenciados, pouco diferenciados e indiferenciados. O grupo dos bem
diferenciados inclui os carcinomas papiliferos e os foliculares, com suas variantes
celulares. Esses tumores correspondem a maioria (aproximadamente 85%) dos
canceres de tiredide (SANTOS et al., 2007).

Os casos de carcinomas diferenciados tém excelente progndstico, sendo que
apenas 10% dos pacientes apresentam recidiva e 2% podem vir a falecer do tumor
tireoidiano. Por outro lado, os carcinomas diferenciados de alto risco permitem
sobrevida de 10 anos, com uma recidiva de até 60%. Por sua vez, 0s carcinomas
indiferenciados tém um progndstico ruim, sendo que o Obito ocorre geralmente em
até um ano. Deve-se lembrar que a glandula tiredide pode ser sede de outros tipos
de neoplasias priméarias, como sarcomas, linfomas, carcinomas epidermdides e
teratomas, além de ser local de metastases de outros tumores malignos,

particularmente aqueles originados nos pulmdes, mama e rins (INCA, 2002).
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O diagnéstico das patologias de tiredide normalmente obedece a seguinte
sequéncia: anamnese, ultrassonografia e exames laboratorias; posteriormente pode
ser indicada a PAAF onde a celularidade coletada é encaminhada para analise
citologica. Confirmada entdo a suspeita de malignidade, € indicado o procedimento
cirdrgico (tireoidectomia parcial ou total), para entdo o material ser enviado a analise
histoldgica e finalmente ser concluido o diagndstico médico.

A PAAF atualmente é o procedimento mais aceito para diagnéstico das lesdes
de tiredide por possuir custo acessivel e ser uma ferramenta Gtil. No entanto, a
sensibilidade deste procedimento para tiredide mostra-se pobre, com resultados
falso-negativos apresentando uma variacdo de 2% a 37%. A diferenciacdo entre
nddulo hiperplasico (bécio), adenoma folicular e carcinoma folicular € dificil. Existem
davidas sobre a precisdo do método para diagndstico destas lesbes, fazendo-se
necessarios metodos adicionais e alternativos que possam fornecer maior exatidao
para diagnostico destas lesdes obscuras no estudo citopatolégico (ROUT,;
SHARIFF,1999). E importante ressaltar que muitas vezes o diagndstico impreciso
leva o paciente a cirurgia sem a urgéncia e indicacao apropriada.

JA é antiga a controvérsia sobre os tumores de tiredide, Histologistas
possuem opinides diferentes para separacdo entre carcinoma papilifero e folicular.
Alguns autores chamam estes dois tipos de tumores apenas de carcinomas
diferenciados, referindo aos tumores compostos essencialmente de papilas como
papilifero e aqueles compostos por foliculos de carcinomas foliculares. Outros
autores buscaram elaborar uma separacdo que consistia em tipos entre os dois,
papilas e foliculos, e nomeavam de misto o carcinoma papilifero e folicular.
Frequentemente os tumores mistos sao as neoplasias consideradas, atualmente,
como carcinomas papiliferos (KAARLE; FRANSSILA,1973).

A PAAF é uma técnica de rapida execucdo, sem grandes complicacfes e
altamente sensivel na detec¢éo dos neoplasmas tireoidianos. No entanto, a técnica
possui algumas limitacbes: resultados falso-negativos devido a erro comum de
amostragem que ocorrem normalmente em pequenos tumores, e amostra associada
com inflamacfes e mudancas degenerativas proximas ao parénquima tireoidiano.
Além disso, existem grupos de lesdes que apresentam dificuldades de interpretacao,
sendo dificil distinguir as caracteristicas benignas ou malignas. Deste modo, ndo é
facil determinar as lesdes foliculares do bécio coldide. O diagnostico citopatolégico

do adenoma folicular e carcinoma folicular sdo complicados pelo fato do diagndstico



38

depender do acesso histologico para perceber a invasdo capsular e vascular.
Contudo, é vital encontrar novos caminhos para detectar as mudancas bioquimicas
e celulares com objetivo de aperfeicoar o diagndstico e prognostico das doencgas que
acometem a tiredide. Isto é especialmente essencial em situacdes onde o
diagnéstico citoldgico falha porque as células tumorais ndo foram extraidas na PAAF
e o cancer permanece irreconhecivel (LIU et al., 2003).

Recentemente, tém sido discutidas orientagcdes gerais para PAAF na tentativa
de se estabelecer linhas de padronizacdo. O numero médio recomendado de
procedimentos de PAAF para se obter amostra adequada de nédulos palpaveis tem
sido trés vezes de diferentes areas da lesdo, mas ocasionalmente até seis puncdes
podem ser necessérias. Estudo comparativo entre clinicos e patologistas revelou
que estes Ultimos profissionais obtiveram menor propor¢cdo de aspirados
insatisfatorios em todas as localiza¢cbes avaliadas, incluindo tiredide (SANTOS,
2007).

Como ilustragdo, a Figura 12 representa imagens do tecido intacto da tiredide
extraido da glandula por PAAF. A imagem ampliada ao centro demonstra as células
camcerigenas e as demais figuras ao redor a celularidade total colhida para analise.
Larga area do tecido pode ser afetada, mas as alteracfes cancerigenas necessitam
de um diagnéstico positivo contido em uma pequena area. Muitas vezes, é
necessaria uma simples palpacdo combinada com a aspiracdo, 0 que
freqientemente dificulta o diagnostico de células relevantes. Nos casos onde as
células puderam ser colhidas pela PAAF, a estrutura do tecido na maioria das vezes
€ destruida e somente deve-se retirar o que for de possivel diagndéstico citolégico

baseado unicamente na morfologia dos nucleos.
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Figura 12 - Imagens do tecido da tiredide para diagnoéstico citopatoldégico (SCHULTZ, 2002).

Contudo, os meios de diagndstico constituem um fator primordial tanto no
periodo pré-operatério como no pos-operatorio e exercem grande influéncia na
determinacdo de condutas terapéuticas e prognoésticos. O cancer de Tiredide € uma
patologia de frequente controvérsia quanto a abordagem clinica. Muitas vezes, é
realizada a tireodectomia total ou parcial em tecidos sem caracterizacdo morfolégica
maligna. O diagndéstico por Espectroscopia Raman, se associado ao método
tradicional, podera fornecer maiores informagdes sobre o tecido por meio da bidpsia

Optica e analise vibracional dos agrupamentos quimicos.

3.4 Sintese e Secrecdo dos Horménios Tireoidianos

A sintese e secre¢do dos hormdnios tireoidianos (THs) sdo excepcionalmente
reguladas por um sistema de retroalimentacdo que envolve o hipotdlamo e as
glandulas pituitaria e tiredide. O horménio de liberacdo de tireotropina (TRH) é um
tripeptideo (PyroGle-His-Pro) sintetizado no nucleo paraventricular do hipotalamo,
transportado via axénios para a eminéncia mediana e, em seguida, para a pituitéria
anterior através do portal de plexos capilares. O TRH se liga aos receptores de TRH
de tireotropina na pituitaria, uma subpopulacédo de células pituitarias que segregam o
horménio estimulante da tireéide (TSH). Os receptores TRH sdo membros de

superfamilia compartilhando um dominio transmembrana de sete aminoacidos que
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podem ser acoplados a proteina Ggll. A estimulacdo de TRH leva a liberacdo e
sintese de novos TSH. O TSH é uma glicoproteina de 28-kDa composta de
subunidades o e B. A subunidade o também é partilhada com outros hormonios tais
como o luteinizante, o foliculo-estimulante e a gonadotropina coriénica. Ambos, TRH
e TSH tém sua secre¢do negativamente regulada pelos horménios tireoidianos. A
conversao intrapituitaria de T4 para T3 pela enzima deiodinase tipo Il, pode ser um
importante mecanismo para regulacdo negativa de TSH. Adicionalmente, a
somatostatina e dopamina a partir do hipotdlamo também podem fazer a regulacéo
negativa de TSH (YEN,2001).
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Figura 13 — Homeostasia no eixo hipotalamico-hipofisario-tireocidiano e mecanismo de acdo dos
hormdnios tireoidianos (ROBBINS; CONTRAN; KUMAR, 1984).

O TSH é o regulador primério de liberacdo e secrecdo, no entanto, também
exerce uma funcéo critica com relacéo ao crescimento e desenvolvimento da tiredide.
A ligacdo do TSH com o receptor (R-TSH) sete transmembrane permite que este se
acople a proteina Gs. A ativacdo do TSHr pelo TSH ou anticorpos na doenca de
Grave’s leva ao aumento intracelular de CAMP e a estimulagdo da proteina Kinase A
mediadora de precursores. Genes da tiredide, incluindo Na+/I- simportador (NIS),
tireoglobulina (Tg) e tire6ide peroxidade (TPO) sédo estimuladores e capazes de

promover a sintese de THs. Nota-se que ativando muta¢des no TSHr e na proteina
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Gs had um funcionamento autbnomo de ndédulos tireoidianos e hipertireoidismo
congénito (YEN,2001).

Os THSs, T4 e o mais potente T3 s&o sintetizados na glandula tiredide (Fig. 14).
O iodo é transportado ativamente e permanece concentrado na tiredide pela NIS
(co-transportador sodio-iodeto). O iodo aprisionado € oxidado pela TPO na presenca
de peroxido de hidrogénio, e incorporado nos residuos de tirosina uma glicoproteina
660-kDa, tireoglobulina (TG). Esta iodacéo de tirosinas especificas localizadas na Tg
tem como produto a monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT) que sé&o
precursoras das HTs: 3,5,3,5 tetraiodotironina  (tiroxina ou T4) e a 3,53
triiodotironina (T3). ApoOs a iodacdo Tg e ser produzido a MIT, DIT, T4, e T3, estes
THs ficam armazenados como reserva extracelular polipeptidica no coléide dentro
do lumen do foliculo tieroideano. Defeitos genéticos ao longo da via sintética de THs
tém sido descritos nos seres humanos e sdo as principais causas de hipotireoidismo

congénito em ambientes com alta concentracéo de iodo (YEN, 2001).
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Figura 14 — Estrutura das hormonas da tiredide e seus precurssores, MIT, 3 — Monoiodotirosina; DIT,
3,5 - Diiodotirosina; rT3, 3, 3',5" Triiodotironina inativa ou T3 reverso; T3, 3,5,3' triiodotironina; T4,
3,5,3'5’ Tetraiodotironina (RODRIGUES, 2004).

A tireGide é um dos érgaos mais reativos do corpo humano e, de todas as
glandulas enddcrinas, € a que contém a maior quantidade de hormdnio armazenado.
Ela responde a varios estimulos e se encontra em um estado de constante
adaptacdo. Durante a puberdade, gravidez e estresse fisiologico de qualquer
natureza, a glandula aumenta de tamanho e se torna mais ativa. Essa labilidade
funcional se reflete na hiperplasia transitéria do epitélio tireoidiano. Nesse momento,
a tireoglobulina é reabsorvida e as células foliculares se tornam mais altas e mais

colunares, algumas vezes formando pequenos botdes contorcidos ou papilas.
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Quando o estresse desaparece, ocorre involucédo da glandula, ou seja, a altura das
células epitéliares diminui, ocorre acumulo de coléide e as células foliculares
retornam ao seu tamanho e arquiteturas normais. Alteracdes nesse equilibrio normal
entre hiperplasia e involugdo podem produzir desvios mais ou menos acentuados do
padréo histolégico normal (ROBBINS; CONTRAN; KUMAR, 1984).

3.4 Espectroscopia Raman

Chandrasekhara Venkata Raman foi o primeiro a relatar em 1928 o fenébmeno
de espalhamento da luz conhecido como efeito Raman. A primeira publicacao
representou o foco de pesquisa explorado durante toda a década de 1920. Em
realidade, estes estudos eram exemplos de descricdes prévias do atual efeito
Raman. Pesquisas relacionadas ao espalhamento da luz tiveram inicio pela
observacéo da cor do céu e do mar mediterrdneo durante a viagem de Raman em
1921.. Raman conseguiu demonstrar conclusivamente que a cor do mar resulta do
espalhamento de luz do sol pelas moléculas da agua. . Em 1928, Raman publicou
um artigo com suas observacdes (RAMAN; KRISHNAN, 1928).

O espalhamento Raman é a forma fundamental de espectroscopia molecular;
€ utilizado quando se pretende obter informacdes sobre as estruturas e as
propriedades moleculares provenientes das transicbes vibracionais (LEWIS;
EDWARDS, 2001). O diagrama de nivel de energia para o espalhamento Raman é

demonstrado na Figura 15.
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Figura 15 — Diagrama do nivel de energia, transicdo vibracional. (a) espalhamento elatico, (b)
espalhamento inelastico - Raman Stokes e (c) espalhamento Anti-Stokes (LEWIS; EDWARDS, 2001).
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A Espectroscopia Raman com transformada de Fourier (FT-Raman) usa a
radiacdo laser com energia proxima a do infravermelho para excitar uma dada
amostra e medir a luz espalhada pela mesma. Grande parte da luz espalhada pode
ter a mesma freqiéncia que a luz incidente (espalhamento Rayleigh - elastico).

Entretanto, uma pequena fragdo da luz incidente (hv,) pode ter sua energia
diminuida (h(v, —v;)- Stokes)) ou aumentada (h(v; +v;) Anti-Stokes). Este tipo de

espalhamento ineléstico da luz com a matéria € conhecido como espalhamento
Raman. Visto que a energia da luz € proporcional a frequiéncia, a mudanca de
freqUéncia da luz espalhada inelasticamente é proporcional a frequiéncia vibracional
da molécula espalhada. Esse processo de troca inelastica de energia entre a
molécula, luz espalhada e luz incidente, é conhecido como efeito Raman. Do ponto
de vista energético, o processo de espalhamento Raman pode ser descrito como a
transicdo de uma molécula do estado fundamental para um estado vibracional
excitado, acompanhada por uma absor¢cdo simultdnea de um féton incidente e
emissdo de um foton espalhado (Raman). Cada amostra biolégica possui seu
proprio conjunto vibracional molecular, portanto o espectro Raman de uma amostra
em particular consistira de uma série de picos, cada um deslocado pela freqiéncia
vibracional caracteristica daquela molécula, fornecendo assim a identificacdo para a
molécula estudada. O deslocamento Raman é frequentemente medido em
comprimento de onda (cm™), uma unidade conveniente para relacionar a mudanca
de freqUiéncia da luz espalhada em relacéo a luz incidente (FABIANO et al.,2003).

Desde 1961, o efeito Raman foi aplicado em estudos de espectros
vibracionais de gases, liquidos e sélidos, e também em espectro rotacional de gases
(LEWIS; EDWARDS, 2001). A Espectroscopia Raman, que é uma técnica que se
fundamenta na identificacdo e quantificacdo de constituintes moleculares, vem
sendo aplicada em amostras biolégicas com a vantagem de ndo necessitar de
preparacao prévia da mesma, podendo ser utilizada para andlises nao destrutivas de
substancias solidas, liquidas e também gasosas.

A molécula poliatbmica consiste em N atomos; a presenca de N atomos
resulta em 3N graus de liberdade, numero das coordenadas necessarias para
especificar as posi¢cées de todos os N atomos. Trés coordenadas séo suficientes
para descrever o movimento translacional da molécula. Além disso, para as

moléculas néo lineares, existem trés coordenadas adicionais (como angulos Euler’s)
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gue sd80 necessarias para especificar a orientacdo da molécula no espagco. Em
resumo, 3N (total) — 3 (translacional) — 3 (orientacional) = 3 N — 6 graus de liberdade
para avaliagdo da molécula n&o linear. Para molécula linear, os resultados
correspondem a 3N — 5. (TURRELL; CORSET, 1996).

Varios tipos de vibracdes moleculares caracteristicos de diferentes moléculas
podem ser encontrados na espectroscopia Raman. Elas podem ser simplesmente
agrupadas em estiramento vibracional, deformagdes vibracionais e tor¢cdes ou
estruturas vibracionais. O movimento molecular envolvido depende da extensao de
ligacdo e mudancas do angulo de ligagcédo, os quais movem individualmente atomos
ou grupos de atomos levemente para fora de posicado de equilibrio. Este evento de
complexa movimentacé@o dos atomos das moléculas envolve multiplicidade de fontes
de energia, especialmente se os atomos possuem diferentes massas e estao
conectados a diferentes tipos de ligacdes, tais como ligacdes unicas, duplas ou
triplas. Espectroscopistas desenvolveram a chamada teoria de grupo que permite
descrever e identificar os grupos funcionais de moléculas, assim como, de
aminoacidos. Certas bandas observadas na regido espectral podem definir classes
de substancias presentes na amostra (SCHULTZ, 2002).

A Figura 16 descreve os modos de vibracGes fundamentais. O estiramento
vibracional é associado com o movimento dos atomos causando estiramento e
encurtamento da ligagdo quimica. Para o sistema com movimento de trés atomos, a
vibracdo pode ser simétrica ou assimétrica. O modo curvo ou em tesoura ocorre
mudanca de angulo entre as ligacdes durante o plano de movimento; a vibracdo em
balango, os atomos balangam em fase para tras e adiante no plano simétrico da
molécula. A vibragdo em sacudida estd em fase, fora do plano de movimento dos
atomos; os demais atomos estdo no plano, se durante 0 movimento dos atomos o
plano é rodado, a vibracdo é denominada vibracdo em torcdo (TWARDOWSKI,
ANZENBACHER, 1994).
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Figura 16 — Vibracdes de um grupo de atomos (+ e — significam vibracGes perpendiculares ao plano
do papel) (NASCIMENTO, 2003).

Diversas descricdes espectrais e excelentes correlagbes estrutura-espectro
podem ser obtidas na literatura sobre macromoléculas biolégicas. H& grande
tentativa de interpretacdo do espectro vibracional para moléculas biolégicas e busca
de correlacbes estrutura-espectro baseada principalmente nos conhecimentos que
se tem das estruturas, nas andlises das coordenadas normais e mudanca dos
experimentos isotopos (GREMLICH; YAN, 2001).

Constituintes de células, tecidos e fluidos corporeos podem ser vistos na
figura espectral FT- Raman (Figura 17) de um espécime biologico; da mesma forma,

algumas destas bandas foram numeradas na tentativa de transferir os dados para

tabela (Tabela 1) (GREMLICH; YAN, 2001).
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Figura 17 — Espectro FT-Raman obtido de complexa espécime biolégica (Escherichia coli).
(GREMLICH; YAN, 2001).
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Tabela 1 — Transferéncia de dados em algumas bandas encontradas no espectro FT-Raman de

espécime bioldgica (GREMLICH; YAN, 2001).

Band numbering Frequency

Assignment®

(cf. Fig. 1B} (fem™)

1 ~ 3059

2 ~2915

3 ~2935

k! = 28702890
3 ~1735

[§] ~1650-1680
7 ~1614

B ~ 1606

0 ~1575

10 ~1440=1460
11 ~ 1295

12 ~1230-1295
13 ~1129
14 ~1102

15 ~ 1085

16 -~ 1061

17 - 1004

18 ~§52

19 -89
20 T8
21 =720
22 ~665
23 ~ 640
24 ~B(20
25 ~520-54()

(C=C—H) jypom 5lr
CH, str

CH, and CH, sir

CH, str

=C=0 ester str
Armide T

Tyrosine

Phenylalanine

Guanine, adenine (ring stretching)
C—H def

CH; def

Amide 111

C—-N and C—C sir
>=P0O;” str (sym}
C—0 stir

C—N and C—C sir
Phenylalanine
“Buried™ tyrosine
“Exposed”’ tyrosine
Cytosine, uracil (ring, str)
Adenine

Guanine

Tyrosine (skeletal)
Phenylalanine (skeletal)
S—8 str

str= stretching; def = deformation; sym= symmetric

Varias biomoléculas de células e tecidos conttm mais de 100 atomos

relacionados, cada um produzindo um complexo espectro formado por diferentes

vibracBes. As células contém infinitos nimeros de moléculas as quais formam um

espectro com infinitos nimeros vibracionais. E 16gico que estas diversas células se

apresentam em diferentes estados de desenvolvimento, gerando alteragbes

espectrais. A identificacdo do tipo e do estado de desenvolvimento celular em uma

amostra baseia-se nas mudancas bioquimicas (SCHULTZ, 2002).
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3.4.1 Sistema Raman

Os instrumentos usados para coleta dos espectros vibracionais sao
chamados espectrometros. (TWARDOWSKI; ANZENBACHER, 1994).

Foi demonstrado em 1986 que o espectro Raman excitado pelo laser Nd-YAG
pode registrar, comparado com instrumento Raman dispersivo, espectros sem
fluorescéncia. Desde entdo, diversos instrumentos foram desenvolvidos com a
possibilidade de unir um mdédulo simples FT-Raman a um equipamento FT-IR. Deste
objetivo, foi construido o instrumento FT-Raman (TWARDOWSKI,
ANZENBACHER,1994).

Figura 18 — Diagrama esquematico do espectrémetro Raman com transformada de Fourier. L— Laser
Nd:YAG, S — amostra, P — colecao de espelhos parabdlicos, SF — filtro secundario, BS — separador
de saida dos feixes de luz, FM, MM — espelhos fixos e moveis respectivamente, F — filtro regional,
CD- detector refrigerado (TWARDOWSKI; ANZENBACHER,1994).

O equipamento FT-Raman (Figuras 18 e 19) utiliza o laser de excitacdo Nd-
YAG em 1064nm. O sinal Raman espalhado na amostra é coletado utilizando-se
filtros de rejeicdo do tipo notch e focalizados na entrada da fenda do espectrografo.
Os filtros notch eliminam a luz Rayleigh espalhada e transmitem o sinal Raman para
o espectrografo. A luz espalhada inelasticamente pelo espectrografo é detectada por
um detector de Germanio refrigerado por nitrogénio liquido. O sinal passa pela placa
controladora convertendo os sinais que podem ser visualizados no software (OPUS)

no microcomputador (Figura 20).
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Figura 19 - FT-Raman RFS 100, Bruker. (1) detector de Germanio resfriado por nitrogénio liquido, (2)
caixa Optica — corpo do equipamento, (3) estagio motorizado controlador do eixos X, Y e Z do porta-
amostra do equipamento, (4) micro-Raman, (5) porta-amostra (6) camara do porta-amostra
(MORENO, 2006).

Fonte [— Interferometro || Amostra Detector

Conversor
A/D

Amplificador Computador

Figura 20 — Esquema de aquisicdo de dados em Espectroscopia Raman (LYNX,2007).

3.5 Utilizac&o da Espectroscopia Raman e Diagnostico de Cancer

O uso da espectroscopia 6ptica vem se tornando viavel para o diagndstico
precoce do cancer por possuir vantagens sobre a técnica histopatolégica tradicional,
com resultados em tempo real, existindo ainda a possibilidade de se obter
diagnoésticos ndo-invasivos ou minimamente invasivos. Estudo realizado por Nunes
et al. (2003), demonstraram que a espectroscopia FT-Raman é adequada para

aplicagbes em pele humana. Nesse estudo foram analisadas 39 amostras de pele,
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dentre elas, 18 amostras diagnosticadas como normais e 21 amostras
diagnosticadas como lesGes malignas. Foram observadas diferencas espectrais
entre os tecidos normais e malignos pela intensidade dos modos vibracionais (picos)
com uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de 83%.

Em outro estudo realizado por Moreno (2006), avaliou-se o diagndstico
vibracional molecular de doencas mamarias, em um total de 859 espectros, incluindo
diagnosticos como tecido mamario normal, alteragdes funcionais benignas da mama
(AFBM), fiboroadenoma (FBD), neoplasia intra-epitelial ductal e diferentes tipos de
carcinomas mamarios. A Espectroscopia Raman diferenciou com uma sensibilidade
e especificidade de 100%, as seguintes doencas: CDI de carcinoma ductal in situ;
carcinoma ductal inflamatério de carcinoma medular e mucinoso; CDIS de Doenca
de Paget mamaria; CDIS de AFBM; CDIS de FBD e mama normal de AFBM e FBD.
Também diferenciou: Doenca de Paget e AFBM de CDI; FBD de CDI; CDIS de CDI
com sensibilidade e especificidade de 95,24% e 100%; 94,92% e 81,82%; 100% e
93,02%; 99,58% e 85,19%, respectivamente.

Krafft e Sergo (2006), descreveram diferentes aplicacbes biomédicas
utilizando FT-Raman na ultima década. Os espectros vibracionais foram discutidos
neste estudo para tecidos mineralizados (ossos, dentes), pele, tecidos cerebrais,
trato gastrointestinal (boca, es6fago, cdélon), torax, artérias, cartilagens, colo do atero,
trato urinario, préstata, bexiga, tecido ocular, figado, coracdo e baco. Foi possivel
demonstrar as possibilidades e perspectivas deste método para biodiagndsticos,
detectando e caracterizando doencas, tumores e outras patologias.

Recentemente, Liu et al. (2005), investigaram tecidos da tireéide, pulmao,
ovario, cervice e tecido uterino. A tiredide e o tecido uterino exibiram maior numero
de bandas Raman que os demais tecidos analisados. Consideraveis diferencas
foram percebidas entre o tecido normal da tiredide e o céancer folicular na regido
espectral de 1.585 e 1.634 cm™. Entretanto, outras lesdes de tiredide ndo foram
estudadas, como, por exemplo, as lesdes benignas.

Tecido de bidpsias e puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) em pacientes
com suspeita de neoplasias benignas e malignas foi investigado por microscopia no
infravermelho e métodos de estatistica multivariados. Os grupos analisados
revelaram quatro espectros diferentes correspondendo a bdcio coléide, adenoma,
carcinomas e diagndsticos negativos. O material obtido pela biopsia durante o

processo cirlrgico para remocao do tecido glandular foi suficiente para gerar uma
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estatistica significante para se distinguir a neoplasia do tecido normal. A plotagem do
histograma bivariado demonstrou dois parametros, DNA e proteina; estes séo
suficientes para separar o tecido normal de adenoma e carcinomas (SCHULTZ et al.,
1999).

Alvarez, Farias e Hidelbrant (2004) realizaram importante estudo de
comparacao vibracional entre os hormonios tireoidianos utilizando a técnica de
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia Raman. No espectro Raman,
conseguiu determinar que modos incluindo estiramento C — O coordenados pelo
grupo fenol e suas pontes se localizavam entre 1100 e 1300 cm™. Para T2 e T3, a
razdo C — O (o)) C — OH representam média intensidade em 1239 e 1229 cm™
enquanto que, em T4 o modo C — O (B) se mostra a 1.180 cm™. O modo de
estiramento C — N encontra-se nas bandas de 1055, 1058 e 1053 cm™ para T2, T3 e
T4, respectivamente (Figura 21). O modo do anel (9) apresenta-se em 1029, 1027
e 1038 cm™ no espectro Raman (ALVAREZ; FARIAS; HIDELBRANT, 2004).

hngsl— 195% T2 C
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D g7 {258
|
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Figura 21 — Espectro Raman de (A) T4, (B) T3 e (C )T2 na regido entre 1.000 a 1300 cm™. Espectro
Infravermelho (D) T4, (E) T3 e (F) T2 na regido entre 1.000 a 1300 cm™ (ALVAREZ; FARIAS;
HIDELBRANT, 2004).

No mesmo estudo foram observadas vibragcdes dos anéis aromaticos com
bandas Raman médias e fortes entre 1530 e 1620 cm™(Figura 22) (ALVAREZ;
FARIAS; HIDELBRANT, 2004).
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Figura 22 — Espectro Raman de (A) T4, (B) T3 e (C) T2 na regi&o entre 1.500 a 1650 cm™ (ALVAREZ;
FARIAS; HIDELBRANT, 2004).

A Tirosina e moléculas relacionadas manifestaram-se no espectro Raman na
regido entre 850-830 cm™. O T2 apresenta uma freqiiéncia de comprimento de onda
na faixa de 850-863 cm™, o modo B(12) de forma similar caracterizado no espectro
Raman do horménio T4 em 850-857 cm™. Existe uma relacdo entre T2 e T4 nestas
regides devido as ligacbes de iodo aos anéis fendlicos. No espectro Raman de T3,
verifica-se um pico central assimétrico de 834 cm™ originado pela deformacdo dos
anéis o/ B nos modos B(12) e B(14a)/ P(14b) (Figura 23) (ALVAREZ; FARIAS;
HIDELBRANT, 2004).
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Figura 23 — Espectro Raman de (A) T4, (B) T3 e (C) T2 na regido entre 800 a 900 cm™ (ALVAREZ;
FARIAS; HIDELBRANT, 2004).
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A maior banda espectral de iodotirosinas foi encontrada entre 150 e 250 cm™
e sao atribuidas ao modo de estiramento C — | (Figura 24), com vibractes
diferenciadas entre os trés hormonios refletindo as diferenca de substituintes dos
iodetos. Os dois modos C — | em T2 apresentam banda vibracionais em 246 e 184
cm™, enquanto que o horménio T3 apresentou caracteristica similar em 245 e 187
cm™ e o espectro T4 apresentou dois picos de alta intensidade em 220 e 190 cm’
1(ALVAREZ; FARIAS; HIDELBRANT, 2004).

Os autores concluiram em seus estudos que a andlise vibracional das
iodotirosinas € possivel pela andlise dos constituintes basicos extraidos de sua
forma estrutural representada no espectro dos hormonios e complexos lipidicos. A
conformacao e adaptacdo depende da energia rotacional, particularmente dos anéis
o/ B. A diferenciacdo entre T2, T3 e T4 pode ser identificada pelos modos

principalmente pela ligacao de estiramento do modo C — | (Figura24).
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Figura 24 — Espectro Raman de (A) T4, (B) T3 e (C) T2 na regido entre 100 a 300 cm™ (ALVAREZ;
FARIAS; HIDELBRANT, 2004).
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4 METODOLOGIA

4.1 Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Vale do Paraiba seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa
envolvendo seres humanos, conforme a resolucéo n° 196/96 do Conselho Nacional
de Saude sob o niumero H281/CEP/2007 ( ANEXO A).

4.2 Obtencao das amostras

As amostras dos tecidos da tiredide com doenca benigna, pré-maligna e
diferentes tipos de neoplasias malignas foram obtidas na Clinica de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco Sao Paulo - SP. A coleta das amostras foi realizada através de
procedimento cirargico denominado Tireoidectomia. O paciente foi informado de que
parte do material seria utilizado para pesquisa, ou seja, todos 0s pacientes
aceitaram ceder fragmentos da tirebide para esta pesquisa através de
Consentimento Pés-informado (ANEXO B).

ApoOs o procedimento cirargico (Tireodectomia), foram coletados trinta e seis
fragmentos de tire6ide, duas amostras provenientes de cada um dos dezoito
pacientes (uma fragmento de margem de lesdo e outro representativo do tecido
patolégico ou centro de les&o). E importante relatar que dezessete dos pacientes
pertencia ao género feminino e apenas um ao masculino.

Do total de amostras, foram utilizados apenas vinte e sete dos espécimes
para pesquisa por ndo haver a necessidade de se utilizar todas as amostras de
margem de lesdo. Desta forma, formou-se os seguintes grupos histologicos: tecido
adjacente a leséo (bco), regido nodular do bécio (BCO), adenoma folicular (adFOL),

carcinoma folicular (FOL) e carcinoma papilifero (PAP).
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4.2.1 Preparacao das amostras

As amostras removidas foram armazenadas em tubos criogénicos Nalgene ©
mantidos em nitrogénio liquido (-196°C) até o momento da analise espectroscopica.

Para o experimento Raman, os espécimes foram descongelados em soro
fisiologico (0.9 %) em temperatura ambiente, em seguida cortados em fragmentos
utilizando o bisturi lamina niamero 15 e posicionados na por¢ao central de um porta-
amostra de aluminio para proceder a aquisicdo dos espectros.

Os horménios T3 (Liotironina Sdodica) e T4 (Levotiroxina Sédica Mono) foram
obtidos comercialmente por meio do fabricante Pharma Nostra. Os horménios T3 e
T4 sintéticos (em pd) também foram acondicionados na abertura de 2 mm® de um

porta-amostra de aluminio.

4.3 Obtencéo dos espectros FT-Raman

Os espectros dos tecidos patologicos foram obtidos através do espectrémetro
FT-Raman RFS 100/S da Bruker® (Alemanha). A poténcia do laser foi ajustada de
forma que fossem extraidos os sinais com melhor razdo sinal/ruido, sem que

houvesse aquecimento ou degradacédo do material biol6gico exposto a luz.

4.3.1 Parametros para anédlise FT-Raman

O laser de excitacdo do FT-Raman utilizado foi o Nd-YAG (1064nm) com uma
poténcia de saida de 300 mW, 600 varreduras e resolucdo espectral de 4 cm™ . A
amostra de 2mm de diametro foi submetida a analise, sendo que a leitura foi
realizada em 3 pontos diferentes, cada ponto resultando em um espectro (Figura 25).

Figura 25 — Amostra do tecido da tiredide e A1, A2, A3 - pontos de leitura pelo FT-Raman.
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A Tabela 02 demonstra o numero de espécimes utilizados para este estudo,
considerando que foram obtidos 03 espectros por amostra; ao final obteve-se o total
de 80 espectros, sendo: 33 bco, 27 BCO, 03 de adFOL, 03 referentes ao FOL e 14
PAP. Em especial, foi excluido um espectro de carcinoma papilifero pela grande

interferéncia sinal ruido.

Tabela 02 — Relacéo entre o nimero de amostras e nimero de espectros obtidos por lesao.

Tipo de Lesao Amostras Espectros
Tecido adjacente a lesao 11 33
Bdcio regido nodular 09 27
Adenoma Folicular 01 03
Carcinoma Papilifero 05 14
Carcinoma Folicular 01 03
Total 27 80

Com relacéo aos espectros dos horménios, para estes, foram coletados dois
espectros, sendo um para cada horménio, na regido de deslocamento Raman de
400 a 3020 cm™. Os parametros utilizados foram: 100 mW de poténcia de saida do
laser de excitacdo (Nd:YAG), 200 varreduras, resolucdo espectral de 1 cm™ para

cada um dos espectros.

4.4 Analise Estatistica dos Espectros Raman
4.4.1 Pré-processamento

O pré-processamento dos espectros dos espécimes teciduais realizou-se da
seguinte forma: os sinais obtidos no espectrémetro foram convertidos e visualizados
no software OPUS; estes dados permanecendo armazenados no microcomputador.
Todos os espectros foram pré-processados automaticamente por meio de uma
rotina construida no software Matlab 6.1. (Vanderbilt University, Tennesse, EUA). O
procedimento incluido nesta rotina envolve o uso de polinbmio de 5° grau para
subtracdo da linha de base seguida de normalizacdo com relacdo ao modo em 1.462
cm™. A andlise estatistica posterior foi realizada com auxilio do software Minitab.

De forma similar, foi realizado o pré-processamento dos espectros hormonais,

também por meio da rotina do Matlab 6.1. Para a regido | de deslocamento Raman
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de 400 a 1800 cm™, a linha de base foi corrigida por meio da um polinémio de grau 2,
e para regido Il de 2800 a 3020 cm™, por uma reta. Posteriormente, foi possivel
construir uma tabela onde foram relatados os modos vibracionais relevantes na
diferenciacdo destes hormoénios comparados o0s dados espectrais de tecidos

patoldgicos.

4.4.2 Analise Qualitativa

Para este estudo, foi definido um nivel de significancia de 0,05 (5%). E
importante ressaltar que todos os intervalos de confianca elaborados ao longo do
trabalho foram construidos com 95% de confianca estatistica.

Os resultados estatisticos foram desenvolvidos por analise multivariada, ou
seja, uma técnica de andlise exploratoria que permite a estruturacdo dos dados de
diversas formas e combinacdes. Foi possivel a realizacdo de trés comparacdes para
discriminacbes e classificacdes das lesGes de tiredide: tecido adjacente a lesao
versus bocio regido nodular (bco vs BCO); em seguida, estes dois grupos anteriores
foram unidos representando o grupo de bécio total versus carcinoma papilifero (BCO
vs PAP); e por fim, houve a unido de todos os dados coletados (tecido adjacente a
lesdo, bocio regido nodular, adenoma folicular, carcinoma papilifero e carcinoma
folicular) na tentativa de classificacdo e discriminacédo entre lesdes benignas versus
malignas (Benigno vs Maligno).

A primeira analise desenvolvida foi Andlise de Componentes Principais (PCA);
com base nos componentes, foram utilizadas duas outras técnicas de analise
multivariada exploratéria: Cluster e Discriminante, ou seja, 0s espectros FT-Raman
neste estudo através do software MINITAB® Release 14.20 sdo normalizados na
regido de 1.462 cm™ e submetidos & “clusterizacdo”, utilizando o célculo do
coeficiente de correlagdo entre os dados na forma de dendrogramas. Em seguida,
sao analisados 0s componentes principais dos espectros para determinar o potencial

discriminativo e a especificidade dos sinais Raman coletados.
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4.5 Diagndstico Histopatolégico

ApOGs a realizacdo dos experimentos, as amostras teciduais foram
armazenadas em solugcao formalina 10 % e submetidas ao procedimento padrdo
para confeccdo de laminas HE a partir de blocos de parafina. Para confirmacéo do
diagnéstico, as amostras foram encaminhadas a patologistas para avaliacdo
histopatoldgica, seguindo os critérios de diagndstico para neoplasias de tiredide da
Sociedade Brasileira de Patologia.
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5 RESULTADOS

Neste capitulo foram expostos os resultados deste estudo: (a) hipbtese
diagnéstica, relatada pelo cirurgido especialista em cabeca e pescoco ho momento
do procedimento cirlrgico através da analise macroscoépica do tecido excisado, (b)
laudo histopatolégico realizado pelos médicos patologistas do espécime utilizado
para espectroscopia Raman e (c) laudo anatomo patoldgico descrito pelo médico
patologista sendo o laudo oficial do paciente. Posteriormente, foram inseridos os (d)
dados espectrais por meio dos graficos box-plot de cada grupo experimental com

seus respectivos dendogramas e (e) graficos de classificagdo discriminante.

5.1 Histologia

ApOs a cirurgia para excisédo da tiredide, as amostras foram randomizadas e,
em seguida, numeradas em ordem sequencial crescente, obtendo-se o total de 27
amostras provenientes de 18 pacientes.

Na Tabela 3 na primeira coluna mostra a identificacdo dos pacientes; em
seguida, a segunda coluna, evidencia o diagnostico clinico descrito pelo médico no
momento da cirurgia de acordo com a observacédo dos padrdes macroscépicos. Na
terceira coluna, as analises histoldgicas das amostras que foram utilizadas no
experimento, e na ultima coluna a direita, o laudo anatomo-patoldgico oficial do

paciente.

Tabela 03 — Relaciona os fragmentos obtidos para experimento com o diagnéstico clinico, analise
histoldgica e laudo anatomo-patolégico dos respectivos pacientes.

FRAGMENTO DIAG. ANALISE LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
CLINICO HISTOLOGICA
Tiredide Bécio adenomatoso 1. BAcio adenomatoso em lobo direito e
Normal istmo com nodulo hiperplasico dominante
de células de Hurtle de 0,6 cm em lobo
direito.
2. Bocio adenomatoso em lobo esquerdo.
2A Céancer 1. Carcinoma pouco diferenciado medindo
insular 1,6 cm em lobo tireoidiano direito. Presenca
Folicular de extensa invasdo de parénquima
2B Tireoide Bécio adenomatoso + adjacente.
Normal Foco de tireoidite Cépsula tireoidiana livre.
linfocitaria Margens cirdrgicas livres de neoplasia.
2. Bocio adenomatoso em lobo esquerdo.
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3A

Bécio

Bé6cio adenomatoso +
Fibrose

3B

Bécio

Bé6cio adenomatoso +
Fibrose + Foco
Tireoidite linfocitaria

A- Lobo direito da tireéide com bécio
adenomatoso multinodular associada a
tireoidite linfocitica.

B- Istmo da tire6ide com bdécio
adenomatoso multinodular multinodular
associada a tireoidite linfocitica.

C- Lobo esquerdo da tiredide com bdcio
adenomatoso multinodular multinodular
associada a tireoidite linfocitica.

aA

Cancer
Papilifero

Suspeito para Ca
Papilifero

1- Lobo esquerdo da tiredide:
microcarcinoma papilifero, variante folicular,
nédo encapsulado, medindo 0,6cm de
diametro.

2- Istmo da tiredide: Bocio adenomatoso
multinodular associado a tireoidite
linfocitica.

3- Lobo direito da tiredide: Bocio
adenomatoso multinodular associado a
tireoidite linfocitica.

5A

Bécio

Bd6cio adenomatoso

5B

Bécio

A- Lobo direito da tire6ide com bécio
adenomatoso multinodular associada a
tireoidite linfocitica.

B- Istmo da tire6ide com bdécio
adenomatoso multinodular multinodular
associada a tireoidite linfocitica.

C- Lobo esquerdo da tiredide com bdcio
adenomatoso multinodular multinodular
associada a tireoidite linfocitica.

6A

Tirebide
Normal

Bé6cio adenomatoso

6C

Bécio

Bé6cio adenomatoso +
Fibrose

6D

Bécio

Tecido tireoidiano com
fibrose

A- Lobo direito da tire6ide com bécio
adenomatoso multinodular.

B- Istmo da tire6ide com bécio
adenomatoso multinodular.

C- Lobo esquerdo da tiredide com bdcio
adenomatoso multinodular com hiperplasia
de células.

7B

Bécio

Bé6cio adenomatoso

A- Lobo direito da tiredide com bécio
colbéide nodular, tireoidite linfocitaria.

B- Istmo da tire6ide com bécio coléide
nodular.

C- Lobo esquerdo da tiredide com bdcio
coléide nodular.

8A

Tirebide
Normal

Bé6cio adenomatoso

8B

Bécio

Neoplasia folicular
(Bdcio Adenomatoso x
Adenoma folicular)

A- Lobo direito da tire6ide com bécio
col6éide nodular.

B- Istmo da tire6ide com bécio colbide
nodular.

C- Lobo esquerdo da tiredide com bdcio
colo6ide nodular.

9A

Tiredide
Normal

1. Carcinoma papilifero (0,4cm) em lobo
esquerdo de tiredide.

2. Bécio adenomatoso em lobo direito e
istmo.

3. Linfonodo recorrencial esquerdo livre de
neoplasia.

4. Linfonodos peri-istimicos livres de
neoplasia.

10A

Tirebide
Normal

Bé6cio adenomatoso +
Foco de tireoidite
linfocitaria

10B

Cancer
Papilifero

Material insuficiente
(escasso e com

1- Microcarcinoma papilifero (nédulo lateral)
com 0,6cm e outro foco de microcarcinoma
papilifero com 0,3cm (nddulo anterior) em
lobo direito de tiredide.

2- Bécio adenomatoso em lobo esquerdo.
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artefatos)
11A Tiredide Bécio adenomatoso + A- Lobo direito da tiredide com bdcio
Normal Foco de tireoidite coloide nodular. Tireoidite linfocitaria.
linfocitaria B- Istmo da tire6ide com bdcio coléide
nodular. Tireoidite linfocitaria.
C- Lobo esquerdo da tiredide com bdcio
colodide nodular. Tireoidite linfocitaria.
D- Linfonodo com linfadenite cronica
inespecifica.
12A Tiredide Bdcio adenomatoso A- Lobo direito da tiredide com carcinoma
Normal papilifero tipo classico, ndo encapsulado
12B Céancer Insuficiente (fibrose e gue mede 0,7 cm de diametro, margens
Papilifero focos hemorragicos) cirdrgicas livres.
B- Istmo da tire6ide com Tireoidite
linfocitaria.
C- Lobo esquerdo da tiredide com
carcinoma papilifero tipo classico que mede
1,8 cm de didmetro, ndo encapsulado,
multicéntrico, margens cirargicas livres.
D- Esvaziamento recorrencial: linfonodos
livres de neoplasia.
13A Cancer Bécio Adenomatoso A- Lobo esquerdo da tiredide com adenoma
Folicular folicular.
13B Tiredide Bdcio adenomatoso B- Istmo da tiredide com fibrose intersticial.
Normal C- Lobo direito da tiredide com fibrose
intersticial.
15B Bocio Bdcio adenomatoso A- Lobo direito da tiredide com bécio
coloide.
B- Istmo da tire6ide com bdcio coldide.
C- Lobo esquerdo da tiredide com tireoidite
linfocitaria, bécio coléide.
D- Linfonodos aderidos ao istmo com
linfadenite crénica inespecifica.
16B Bécio Bécio adenomatoso
17A Tiredide Bécio adenomatoso A- Lobo esquerdo da tiredide com
Normal carcinoma papilifero bem diferenciado,
17B Céncer Sugestivo para Ca parcialmente capsulado. Infiltrag&o capsular
Papilifero Papilifero presente.
B- Remanescente de lobo direito da
tireéide: Bécio nodular coloide.
18B Cancer Bécio Adenomatoso 1. Carcinoma papilifero, variante folicular
Papilifero bem diferenciado de lobo esquerdo, restrito
a tiredide medindo 0,7cm.
2. Bocio adenomatoso de lobo direito e
istmo de tiredide.
3. Carcinoma papilifero mestatatico para 2
linfonodos peri-tireoidianos.
21A Tiredide Bécio adenomatoso A - Lobo direito da tiredide com carcinoma
Normal papilifero de padrao classico medindo

1,5cm de diametro, grau Il histolégico e
nuclear. Margens cirdrgicas livres.

B- Istmo da tiredide livre de
comprometimento neoplasico.

C-Lobo esquerdo livre de comprometimento
neoplasico.

D- Linfonodos recorrenciais livres de
comprometimento neoplasico.
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5.2 Espectros Raman

Para analise e diferenciacdo das patologias foi necessario a conjugacao dos
espectros de diferentes formas. A primeira forma de analise estatistica prova
classificar o tecido adjacente a lesdo da regiao nodular do bocio, onde foi possivel
verificar a similaridade entre estes tecidos. Para segunda analise foi realizada a
caracterizacdo das lesGes benignas e malignas pelo método de espectroscopia
Raman, inicialmente pela classificacdo de bdcio total (periferia e regido nodular)
versus carcinoma papilifero, e por fim, com a unido de todos os dados, benigno
(bécio total e adenoma folicular) e maligno (carcinoma papilifero e carcinoma
folicular).

Adicionalmente, foi realizado o estudo descritivo dos espectros de bdcio,
adenoma folicular e carcinoma folicular devido a dificuldade histopatolégica para
diferenciacéo do “padrao folicular”. Em seguida, apresentado o estudo dos espectros
dos hormadnios sintéticos (T3 e T4) associados aos espectros de tecidos patolégicos
que permitiu reconhecer o0s picos dos hormdnios presentes nos espectros
caracteristicos de tecido glandular, fato importante, para se definir os picos de

interferéncia dos hormonios.

5.2.1 Anédlise Estatistica

5.2.1.1 Bécio tecido adjacente a lesdo versus bécio regido nodular

A Figura 26 apresenta a média dos espectros (em preto) de tecidos
adjacentes as lesbes, em geral, sdo os tecidos proximos a lesdo de bdcio
adenomatoso, desta forma, denominado bco. O espectro em vermelho representa a
média dos espectros dos tecidos de bocio adenomatoso regido nodular, sendo
denominado BCO.

Os dados foram dispostos desta forma porque as amostras do tecido
adjacente a lesdo pertenciam ao denominado grupo controle deste estudo; no
entanto, todas as amostras teoricamente normais receberam o laudo histopatoldgico

de bocio adenomatoso (Tabela 3).
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Figura 26 — Média dos espectros de bécio tecido adjacente linha preta e bdcio regidao nodular em
vermelho na regido de deslocamento Raman de 400 & 1.800 cm™.

A andlise dos compostos presentes nas amostras devido ao modo vibracional
das moléculas e seus agrupamentos permite perceber que os modos em 573cm™
(modo triptofano /citosina e guanina), 600 cm™(conformac&o de nucleotideos) e 678
cm?(Bases de DNA, guanina) apresentam maiores intensidades no espectro de
tecido adjacente ao bocio.

No entanto, a 720 cm™ (DNA), 780 cm™ (acidos nucléicos uracil), 856-879 cm’
(vibracdo de aminoécidos prolina e hidroxiprolina, ligacdo C-C de colageno tipo 1),
regido de 937 cm™ (modo de prolina e hidroxiprolina, v C-C) e 960 cm™*(PO*, ), sdo
regides do espectro com maior intensidade na regido nodular do bécio (Figura 26 e
Tabela 4).

O pico de fenilalanina localizado a 1000 cm™ é mais intenso no espectro do
tecido adjacente & les&o, assim como a regido de 1087-1090 cm™ (estiramento C-C
e PO? ) e 1123 cm™ (ligagéo C-C e C-N para proteinas e lipideos).

Novamente, ocorrem diferencas no conteddo de coldgeno com vibragbes de
hidroxiprolina e tirosina de 1205-1206 cm™ para o espectro da regido nodular do

bécio que demonstra também intensidades maiores em 1245 cm™ (Pico Amida I11),
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1268 cm™ (fosfolipideos, & =C-H), 1319-1340 cm™ (deformacéo CH3; CH,) e a banda
de 1401-1409 cm™ (vs COO).

O espectro do tecido adjacente ao bdcio na regido de 1555-1585 cm™ (modo
v C=C) é mais intenso, assim como, em 1603-1620 cm™ (modo C=C, fenilalanina e
tirosina).

Na Tabela 4 estdo descritos os modos vibracionais relevantes na
diferenciagcdo espectral do tecido adjacente a lesdo em comparagcdo com a regido
nodular do bdcio. A primeira coluna representa 0s picos ou as regides que mais
se diferenciaram entre os espectros; a segunda coluna, os modos vibracionais
baseados no estudo realizado por Movasaghi, Rehman e Rehman (2007) com 0s
provaveis modos vibracionais de tecidos biolégicos. Por fim, na terceira coluna, é

possivel observar o tecido que obteve de maior intensidade na regido analisada.

Tabela 4 — Modos vibracionais relevantes na diferenciagdo do tecido adjacente a lesdo em
comparacao com o bécio regidao nodular (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007).

ATRIBUICAO PATOLOGIA

573 cm’ Triptofano/citosina, guanina Bdcio tecido adjacente
600 cm™ Conformacao de nucleotideo Bdcio tecido adjacente
678 cm™ Modo de respiracdo do anel aromatico das Bécio tecido adjacente

bases nitrogenadas do DNA
G (Modos de respiragdo do anel aroméatico
das bases nitrogenadas de DNA )/ C-2'anti-

endo
720 cm’” DNA Bécio regido nodular
780 cm™ Modo de respiracao do anel aroméatico da Bdcio regiao nodular
base nitrogenada Uracil
856 cm™ Vibragdes dos amino4cidos da cadeia lateral | Bdcio regido nodular

prolina & hidroxiprolina, bem como vibracao
(C-C) de colageno backbone
Hydroxiprolina (colageno type |)

879 cm™ Hidroxiprolina, triptofano Bdcio regido nodular
937 cm™ Prolina, hidroxiproline, skeletral Bdcio regiao nodular
de colageno backbone
v(C-C)
960 cm™ Vibrac&o simétrica estiramento v, PO¥, Bdcio regido nodular

(fosfato de HA)
Banda de estiramento de fosfato de célcio
(quantidades elevadas de colesterol)
Deformacao do anel Quindide em plano

1000 cm™ Fenilalanina Bdcio tecido adjacente
NADH ligado & livre
1087- 190 cm’ Cc-C estir%\mento Bdcio tecido adjacente
PO~
Estiramento simétrico de fosfato
1123 cm™ (C-N), proteinas (atribuicéo para proteina) Bécio tecido adjacente

Estiramento C-C modo de lipidios &
proteinas, estiramento C-N
Glicose
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1208 cm™

v(C-CgHs), triptofano, fenilalanina (atribuicéo
para proteina)
triptofano
A, T (Modo de respiracédo do anel aroméatico
das bases nitrogenadas do DNA/RNA)-amida
Il (proteina)

Bdcio regido nodular

1246 cm™

Amida lll (de colageno)

Bdcio regido nodular

1268/9 cm™

Amida lll (atribuicdo para colageno)

Bdcio regido nodular

1319 cm™

Guanina (B,Z-marcador)
CH; CH, twisting (atribuicdo para coldgeno)

Bdcio regido nodular

1337/9 cm™

Triptofano
CH, /CH; wagging, twisting &/or bending
Modo de colagenos & lipideos
CH, /CHs; wagging & twisting
Modo em colageno, acidos nucleicos &
triptofano

Bdcio regido nodular

1401 cm™

Bending modo do grupo metil (um dos modos
vibracionais de colageno)

Bdcio regiao nodular

1448 cm™

CH, CH3; deformacéo
CH, deformacéo
CH,
Colageno

Bdcio regido nodular
Bécio tecido adjacente

1552 cm™

Triptofano
v(C=C), triptofano (atribuicdo para proteina)

Bécio tecido adjacente

1585 cm™

C=C bending modo de fenialanina
C=C estiramento olefinico
C=C estiramento olefinico (atribuicao para
proteina)

Bécio tecido adjacente

1603 cm™

C=C modo de fenilalanina em plano & tirosina
Anel C-C estiramento de fenil (1)

Bdcio tecido adjacente

1618 cm™

v(C=C), triptofano (atribuicdo para proteina)
v(C=C), porfirina
triptofano
NADH ligado e livre

Bdcio tecido adjacente

1665 cm™

Amida | (de colageno)
Amida |
Amida | (atribuicdo para colageno)
Amida | (desordenado estrutura-
dissolvida)vs(C=0)

Bdcio regido nodular
Bdcio tecido adjacente

Resultados importantes foram obtidos pela andlise estatistica utilizando

fundamentalmente a analise de componentes principais dos espectros associada a

analise de cluster e andlise da discriminante linear. Os valores proprios de cada

componente estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5 — Eigenvalue PCA de bdcio tecido adjacente (bco) vs Bécio regido nodular (BCO).

bco vs BCO Eigenvalue Variabilidade Acumulada
PC1 56,858 94,8%
PC2 1,286 2,1% 96,9%
PC3 0,381 0,6% 97,5%
PC4 0,321 0,5% 98,0%
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Verifica-se na analise de componentes principais que foram selecionadas
apenas as duas primeiras componentes, devido ao fato de terem os Eigenvalues
(valores proprios) maiores que 1. O interesse é que a componente explique pelo
menos tanta variancia quanto cada uma das variaveis ortogonais, ou seja, que a
componente seja capaz de explicar a si propria e ainda além.

A variabilidade explicada pelas duas componentes selecionadas é elevada,
em torno de 96%. Este é um fator positivo, visto que com apenas duas componentes
tem-se quase a totalidade da variabilidade original dos dados.

A Tabela 6 expbe os escores de cada componente utilizado para analise
estatistica multivariada; em seguida, realizou-se a classificacdo dos espectros

obtidos pela analise de cluster e analise discriminante linear.

Tabela 6 — Escores das componentes e classificacdo do cluster de bco vs BCO.

bco vs BCO
PC1 PC2 Cluster
boclal 0,132 0,013 1

Espectro

bocla2 0,132 0,014 1
bocla3 0,131 0,052 1
boc2bl 0,132 0,056 1
boc2b2 0,126 0,129 1
boc2b3 0,122 0,106 1
boc6al 0,122 0.324 2
boc6a2 0,123 0.309 2
boc6a3 0,123 0312 2
boc8al 0,121 0.353 2
bocB8a2 0,118 0.383 2
boc8a3 0,122 -0,33 2
boc9al 0,132 0,013 1
boc9a?2 0,132 0,014 1
boc9a3 0,131 0,008 1
bocl0al 0,13 -0,15 2
bocl0a2 0,129 0178 2
bocl0a3 0,126 0218 2
bocllal 0,131 0,062 1
boclla2 0,131 0,099 1
boclla3 0,131 0,101 1
bocl2al 0,131 -0,02 1
bocl2a2 0,132 0.009 1
bocl2a3 0,131 - 1




0,036

boc13bl

0,129

0,041

boc13b2

0,13

0,088

boc13b3

0,129

0,131

bocl7al

0,126

0,131

bocl7a2

0,128

0,038

bocl7a3

0,128

0,062

boc2lal

0,13

0,007

boc2l1a2

0,13

0,1

boc21a3

0,131

0,06

BOC3A1l

0,132

0,066

BOC3A2

0,131

0,063

BOC3A3

0,131

0,07

BOC3B1

0,132

0,036

BOC3B2

0,131

0,046

BOC3B3

0,131

0,067

BOC5A1

0,131

BOC5A2

0,131

0,005

BOCS5A3

0,132

0,02

BOC6C1

0,129

0,027

BOC6C2

0,128

0,138

BOC6C3

0,129

0,097

BOC6D1

0,129

0,121

BOC6D2

0,13

0,108

BOC6D3

0,118

0,074

BOC7B1

0,124

0,03

BOC7B2

0,131

0,046

BOC7B3

0,131

0,046

BOC8B1

0,132

0,013

BOC8B2

0,132

0,022

BOCS8B3

0,132

0,025

BOC15B1

0,131

0,014
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BOC15B2

0,132

0,011

=

BOC15B3

0,131

0,038

BOC16B1

0,131

0,031

BOC16B2

0,131

0,022

BOC16B3

0,131

0,065
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Na Tabela 7 pode ser observado o nimero de espectros por cluster quando

PC1 e PC2 foram submetidos a Analise de Cluster (e a porcentagem amostral). O

espalhamento dos espectros pode ser visualizado no Dendograma Figura 27.

Ao verificar o dendograma temos um total de 60 espectros, compondo 33

espectros de tecido adjacente a lesdo e 27 espectros da regido nodular do bécio.

Considerando em conjunto os clusteres 1 e 2, tem-se 85% dos espectros no

cluster 1 (51 espectros) e 15% do total (9 espectros) no cluster 2. Sendo possivel
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fazer a separacédo dos espectros com 70,5% de similaridade (Figura 27).

Tabela 7 — Numero de espectros por Cluster e a Distancia (Andlise Discriminante Linear) no

pareamento bdcio adj versus Bécio.

bécio adj vs Bocio Quantidade Disténcia
Cluster 1 51 (85%)

0,332
Cluster 2 9 (15%)

Para avaliacdo isolada de cada um dos clusters, temos no cluter 1, 24
espectros de tecido adjacente a lesdo (73%) e 27 espectros de bdcio regido nodular
(100%), o que conclui-se uma mistura significativa dos espectros neste cluster. No
entanto, para o cluster 2 verificou-se apenas espectros de tecido adjacente a lesao

com total de 9 espectros deste grupo (27%).

Dendograma para bco vs BCO

28,30 4 Similaridade = 70,58

Similaridade

Cluster 2 =9 espectr

78,77

I Cluster 1 = 81 aspectros

Figura 27 — Dendograma com analise de cluster para separagdo de bdcio tecido adjacente a lesdo e
bécio regido nodular.

E fundamental entender os espectros dos espécimes de tecido adjacente a
lesdo que migraram para o cluster 1; para isto, deve-se considerar o laudo médico, a
leitura das laminas realizada e o laudo anatomo-patoldgico (Tabela 3).

O fragmento 1A € um tecido de tiredide normal pela visdo macroscépica do
médico cirurgido; no ponto de vista histologico refere-se ao bocio adenomatoso e

pela andlise anatomo-patoldgica tém-se o diagndstico de bécio adenomatoso em
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lobo direito e esquerdo, e istmo com ndodulo hiperplasico dominante de células de
Hurtle de 0,6 cm.

Do paciente 2 existem dois fragmentos para pesquisa, 2A com espectros
pertencentes ao grupo de carcinoma papilifero e 2B utilizado para esta analise por
ser fragmento de tecido adjacente a lesdo. O fragmento 2B foi definido pelo médico
cirurgido como fragmento de tire6ide normal, enquanto pelo histopatoldgico recebeu
o laudo de bécio adenomatoso com foco de tireoidite linfocitéaria, e pelo anatomo-
patologico ha presenca de carcinoma pouco diferenciado medindo 1,6 cm em lobo
tireoidiano direito e bécio adenomatoso em lobo esquerdo. Pelo exposto, presume-
se que este espécime seja fragmento do lobo esquerdo da tiredide.

Da mesma forma, o espécime 9A é um fragmento de tiredide normal pelo
médico no momento da cirugia e pelo laudo anatomo-patolégico este fragmento vem
de um paciente com carcinoma papilifero (0,4cm) em lobo esquerdo de tiredide e
bécio adenomatoso em lobo direito e istmo. O mesmo sucede a amostra 12A, 17A e
21A que sao tecidos adjacentes a lesdo, ou seja, fragmentos dados clinicamente
como tiredide normal, mas pertencentes a pacientes com carcinoma papilifero.

A amostra 13B é também um fragmento pela visdo macroscopica do médico
cirugido, de tecido de tiredide normal; pela histologia recebeu o laudo de bdcio
adenomatoso enquanto o laudo anatomo-patolégico o refere como adenoma folicular
em lobo esquerdo da tiredide, fibrose intersticial em Istmo da tiredide e também
fibrose intersticial presente em lobo direito.

Por fim, a amostra 11A, na visdo macroscopica do médico, é um tecido de
tiredide normal; pela histologia recebeu o laudo de bocio adenomatoso com foco de
tireoidite linfocitaria, e na andlise anatomo-patolégico o lobo direito, istmo e lobo
esquerdo da tiredide ha presenca de bocio coldide nodular e tireoidite linfocitaria.

A Figura 28 demonstra a distribuicdo dos espectros por cluster.
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Figura 28 — Distribuicdo dos espectros para bco vs BCO.
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Prosseguindo com a utilizacdo dos escores de componentes principais, uma

outra forma de verificar a similaridade ou distincdo entre os grupos pode ser feita

também através da Analise Discriminante Linear (Figura 29).

Cotrysonnais 1

Original

Compomente 2

Componenis 1

Driscriminante

3 W 5
p=s—=F 3

Compomente 7

Figura 29 — Disperséo dos grupos na classificacdo discriminante de bco vs BCO.

Pelos resultados expostos foram observadas altera¢des bioquimicas entre os

dois tipos de tecidos, regido adjacente a lesdo e bécio adenomatoso na regiao

central da lesdo. Estas alteracdes foram observadas pela diferenca de conformacao

dos espectros e seus modos vibracionais (Tabela 4). No entanto, pela analise

estatistica, estas modificacfes espectrais ndo sdo tao significativas a ponto de haver
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uma separacao relevante entre eles. Pela andlise do dendograma (Figura 27), 85%
dos espectros pertencem ao cluster 1 e 15% ao cluster 2, havendo 70% de
similaridade entre todos. Pela analise discriminante (Figura 29 e Tabela 8) o
percentual geral de classificagcdo entre os espectros foi de 58,3%, percentual de

classificacéo considerado baixo.

Tabela 8 — Percentual de classificacdo da funcdo discriminante em bécio tecido adjacente (bco)
versus badcio regido nodular (BCO).

Classificagcdo Correta

bco 33,3%
BCO 88,9%
Geral 58,3%

Ficou concluida a similaridade entre tiredide normal e bocio adenomatoso; as
amostras pela histologia também receberam o laudo de bécio adenomatoso e os
espectros ndo se separaram de forma significativa; desta forma, unimos as 11
amostras de tecido adjacente a lesdo com as 9 amostras de bdcio regido nodular
formando um grupo de 20 amostras de bocio adenomatoso (60 espectros) para a

realizacdo dos estudos subsequentes.

5.2.1.2 Les®bes benignas versus lesdes malignas

Outro ponto de importancia médica e histoldgica seria a separacdo correta
entre lesdes benignas e malignas, pois, muitas vezes, o laudo histolégico relata
suspeita de malignidade, fornecendo um diagnéstico inconclusivo.

A Figura 30 representa a média dos espectros de bdcio adenomatoso em
preto (BCO), carcinoma papilifero (PAP) linha vermelha e carcinoma folicular
(FOL) em verde. O objetivo é a utilizacdo dos dados espectrais para analise
bioquimica e estatitica das patologias para diferenciacédo das lesdes benignhas de

malignas.
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Figura 30 — Média dos espectros de bocio adenomatoso linha preta, carcinoma papilifero linha
vermelha e carcinoma folicular linha verde na regido de deslocamento Raman de 400 & 1.800 cm™.
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Tabela 9 — Modos vibracionais relevantes na diferencia¢do de bdcio adenomatoso em comparagéo

com carcinoma papilifero e carcinoma folicular (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007).
PATOLOGIA

PICO
509 cm’

ATRIBUICAO
Estiramento S-S dissulfeto banda de colageno
L(S-S) aminoécido cisteina

Carcinoma Folicular
Carcinoma Papilifero
Bdcio regido nodular

524 cm™

Estiramento S-S dissulfeto em proteinas
fosfatidilserina
v(S-S) aminoacido cisteina

Carcinoma Papilifero
Carcinoma Folicular
Bdcio regido nodular

540 cm™

L(S-S) aminoécido cisteina

Carcinoma Papilifero
Carcinoma Folicular
Bdcio regido nodular

555 cm™

v(S-S)

Carcinoma Folicular
Carcinoma Papilifero
Bécio regido nodular

600 cm™

Conformatiocéo de nucleotideos

Carcinoma Folicular
Carcinoma Papilifero
Bécio regido nodular

618 cm™

C-C twist (proteina)

Bécio regido nodular
Carcinoma Papilifero
Carcinoma Folicular

643 cm™

C-C twist modo de tirosina

Carcinoma Folicular
Carcinoma Papilifero
Bdcio regido nodular

666 cm™

G, T (Modo de respiracdo do anel aromatico das
bases nitrogenadas do DNA)- tirosina-G
backbone in RNA

Carcinoma Folicular
Carcinoma Papilifero
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700 cm™ v(S-S) trans (aminoacido metionina) Carcinoma Papilifero
Carcinoma Folicular
735cm™ Estiramento C-S (um dos trés picos de tiocinato, | Carcinoma Papilifero
em 2095 & 445 cm™)
780 cm™ Modo de respiracao do anel aromatico da base | Carcinoma Folicular
Uracil Carcinoma Papilifero
Bdcio regido nodular
820 cm™ Banda de Proteina Carcinoma Folicular
Modo da estrutura de proteinas em tumores. Carcinoma Papilifero
Proteinas, incluindo colageno | Bdcio regido nodular
831cm™ Estiramento assimétrico O-P-O, tirosina Carcinoma Folicular
856 cm™ Aminoéacidos de cadeia lateral vibragBes prolina | Carcinoma Papilifero
e hidroxiprolina, bem como (C-C) vibracdo de | Bécio regido nodular
colageno backbone. Carcinoma Folicular
Hidroxiprolina (colageno tipo |)
915cm™ Vibracéo de Ribose, modo distinto de RNA (em | Carcinoma Folicular
915 e 974 cm™)
937 cm™ Prolina, hidroxiprolina, v(C-C) skeletral Carcinoma Papilifero
em colageno backbone Bécio regido nodular
Carcinoma Folicular
960 cm™ Vibracdo simétrica estiramento v, PO*, (fosfato | Carcinoma Folicular
de HA) Carcinoma Papilifero
Banda de estiramento de fosfato de calcio | Bocio regido nodular
(quantidades elevadas de colesterol).
Deformacao do anel Quindide em plano.
974 cm™ Vibracdo de Ribose, modo distinto de RNA (em | Carcinoma Folicular
915 e 974 cm™)
980 cm™ Estitamento C-C B- folha pregueada (proteinas) | Carcinoma Folicular
=CH bending (lipideos)
1000 cm™ Fenilalanine Bdcio regido nodular
NADH ligado & livre Carcinoma Papilifero
Carcinoma Folicular
1048 cm™ Glicogénio Carcinoma Folicular
1064 cm™ Estiramento C-C skeletral lipideos Carcinoma Folicular
Cadeias Acil Carcinoma Papilifero
v(C-C) trans
1078 cm™ v(C-C) ou v(C-0), fosfolipidios Carcinoma Folicular
Estiramento simétrico fosfato
Fosfolipidios
Modo de estiramento C-C ou C-O de fosfolipidios
Pico de Carboidrato para sélidos
C-C or C-O estiramento (lipideo),C-C ou PO,
1095 cm™ Lipideo Carcinoma Folicular
C-N
PO* em &cidos nucléicos
1173 cm™ Citosina, guanina Bdcio regido nodular
Carcinoma Papilifero
1208 cm™ v(C-CgHbs), triptofano, fenilalanina (atribuicdo de | Carcinoma Papilifero
proteinas) Bécio regido nodular
triptofano Carcinoma Folicular
A, T (Modo de respiracédo do anel aromatico das
bases nitrogenadas do DNA/RNA)-amida IlI
(proteina)
1224 cm™ Amida Il B- folha pregueada Carcinoma Folicular
1258 cm™ Amida Ill, adenina, citosina Carcinoma Folicular

Carcinoma Papilifero




73

Bécio regido nodular

1290 cm™ Citosina Carcinoma Folicular
1319 cm™ Guanina (B,Z-marcador) Carcinoma Folicular
CHj; CH, twisting (atribuicdo de colégeno) Bdcio regiao nodular
Carcinoma Papilifero
1337/9 cm™ Triptofano Carcinoma Folicular
CH, /CH3; wagging,twisting &/or bending modo | Bécio regido nodular
de colagenos & lipidios Carcinoma Papilifero
CH, /CH3; wagging & twisting modo em
colageno, acido nucleico& triptofano
1373 cm™ T,A,G (Modo de respiragdo do anel aroméatico Carcinoma Folicular
das bases nitrogenadas do DNA/RNA) Carcinoma Papilifero
1401 cm™ Bending modos do grupo metil (um dos modos | Carcinoma Papilifero
vibracionais de colageno)
1448 cm™ Deformacédo CH, CH3 Carcinoma Papilifero
Deformacado CH, Bdcio regido nodular
CH; Carcinoma Folicular
Colageno
1485 cm™ G, A (Modo de respiracéo do anel aromatico das | Carcinoma Folicular
bases nitrogenadas do DNA)
Nucleotideo da base purina (guanina and
adenina)
1525 cm™ Vibragéo conjugada em plano Carcinoma Folicular
—C=C-
1585 cm™ C=C bending modo de fenilalanine Bdcio regiao nodular
Estiramento C=C olefinico Carcinoma Papilifero
Estiramento C=C olefinico (atribuicdo de
proteina)
1665 cm™ Amida | (de colageno) Carcinoma Folicular
Amida | Carcinoma Papilifero
Amida | (atribuicdo de colageno) Bdcio regido nodular
Amida | (estrutura-dissolvida desordenada)
Ls(C=0)
1729 cm™ Grupo Ester Carcinoma Folicular

A Figura 30 demonstra as médias dos espectros de bdécio adenomatoso,

carcinoma papilifero e carcinoma folicular. A Tabela 9 fornece as intensidades dos

picos encontrados nos espectros das patologias em ordem de sequéncia (forte,

média e pequena intensidade).

As intensidades dos picos foram maiores para o espectro de bédcio

adenomatoso nas regides de 618 cm™, 1000 cm®, 1173 cm’ e 1585 cm™ se

comparado com os demais tecidos. No espectro de carcinoma papilifero, as

intensidades maiores encontram-se a 524 cm™, 540 cm™®, 700 cm?, 735 cm™, 856

cm™, 937 cm™, 1208 cm™, 1401 cm™ e 1448 cm™. Sendo os picos de 735 cm™t e

1401 picos isolados presentes apenas no espectro de carcinoma papilifero.

O espectro que mais se diferenciou e obteve as maiores intensidades foi o do

carcinoma folicular nas seguintes regides: 509 cm™, 555 cm™, 600 cm™, 643 cm™,
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666 cm™, 780 cm™, 820 cm™, 831 cm™, 915 cm™, 960 cm™, 974 cm™, 980 cm™, 1048
cm™, 1064 cm™, 1078 cm™, 1095 cm™, 1224 cm™, 1258 cm™, 1290 cm™, 1319 cm™,
1337/9 cm™, 1373 cm™, 1485 cm™, 1525 cm™, 1665 cm™ e 1729. Estes picos podem
aparecer com intensidades menores também para o espectro de bdcio adenomatoso
ou carcinoma papilifero. Os picos que aparecem isolados e sdo caracteristicos
apenas para o carcinoma folicular sdo os que se encontram na regido de 831 cm™,
915 cm™, 974 cm™, 980 cm™, 1048 cm™, 1078 cm™, 1095 cm™, 1224 cm™, 1290 cm™,
1485 cm?, 1525 cm™®, 1729 cm™.

Prosseguindo a analise para separacao de lesdes benignas e malignas, foram
utiizados métodos de estatistica multivariada para diferenciacdo. Na primeira
andlise foram estudadas as amostras de bocio adenomatoso versus carcinoma
papilifero (PAP) devido ao maior nimero de amostras presentes em cada grupo. Por
fim, na segunda analise, foi realizada a unido de todas as amostras: Grupo benigno
composto de bocio total (periferia e regido nodular) unido com espectros de
adenoma folicular versus grupo maligno (carcinoma folicular e papilifero).

As Tabelas 10 e 11 demonstram os valores proprios (Eigenvalue) das
componentes utilzadas. Na Tabela 10, pode-se observar os valores préprios
(Eigenvalue) para o grupo bocio versus carcinoma papilifero. Na Tabela 11, observa-

se o0 eigenvalue dos componentes principais para grupo benigno versus maligno.

Tabela 10 — Eigenvalue da PCA de BCO vs PAP.

BCO vs PAP Eigenvalue Variabilidade = Acumulada
PC1 69,984 94,6%
PC2 1,549 2,1% 96,7%
PC3 0,604 0,8% 97,5%
PC4 0,396 0,5% 98,0%

Tabela 11 — Eigenvalue da PCA de Benigno vs Maligno.

Benigno vs Maligno Eigenvalue Variabilidade = Acumulada
PC1 75,102 93,9%
PC2 2,168 2,7% 96,6%
PC3 0,636 0,8% 97,4%

PC4 0,414 0,5% 97,9%
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A Tabela 12 e 13 expdem os escores de cada componente utilizado para
analise estatistica multivariada; em seguida, realizou-se a classificacdo dos

espectros obtidos pela analise de cluster e analise discriminante linear.

Tabela 12— Escores das componentes e classificagdo do cluster de BCO vs PAP.

BCO vs PAP
ESPectro. — =T pc2  Cluster
boclal 0119 -0.001 1

bocla?2 0,118 -0,003
bocla3 0,118 -0,039
boc2bl 0,119 -0,046
boc2b2 0,114 -0,116
boc2b3 0,11 -0,092
boc6al 0,11 0,289
boc6a2 0,111 0,277
boc6a3 0,111 0,287
boc8al 0,109 0,32
boc8a2 0,106 0,349
boc8a3 0,11 0,296
boc9al 0,119 -0,002
boc9a2 0,119 -0,003
boc9a3 0,118 0,005
bocl0al 0,117 0,135
bocl0a2 0,116 0,161
bocl0a3 0,113 0,196
bocllal 0,118 -0,051
boclla2 0,118 -0,088
bocl11a3 0,118 -0,087
bocl2al 0,118 0,028
bocl2a2 0,119 0,014
bocl2a3 0,118 0,045
boc13bl 0,116 -0,026
boc13b2 0,117 -0,07
boc13b3 0,116 -0,113
bocl7al 0,114 -0,132
bocl7a2 0,116 -0,033
bocl7a3 0,116 -0,054
boc2lal 0,117 0,009
boc2la2 0,117 -0,083
boc21a3 0,118 -0,043
BOC3A1 0,119 -0,061
BOC3A2 0,119 -0,058
BOC3A3 0,119 -0,065
BOC3B1 0,119 -0,031
BOC3B2 0,118 -0,04
BOC3B3 0,119 -0,062
BOC5A1 0,118 0,014
BOC5A2 0,118 0,009
BOC5A3 0,118 -0,006
BOC6C1 0,117 -0,024
BOC6C2 0,116 -0,133
BOC6C3 0,116 -0,093
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BOC6D1 0,116 -0,116 1
BOC6D2 0,117 -0,102 1
BOC6D3 0,107 -0,083 1
BOC7B1 0,112 -0,031 1
BOC7B2 0,118 -0,041 1
BOC7B3 0,118 -0,042 1
BOC8B1 0,119 -0,006 1
BOC8B2 0,119 -0,016 1
BOC8B3 0,119 -0,017 1
BOC15B1 0,118 0,024 1
BOC15B2 0,118 0,02 1
BOC15B3 0,118 0,047 1
BOCi6B1 0,118 -0,03 1
BOC16B2 0,119 -0,021 1
BOC16B3 0,118 -0,062 1
PAP4A1 0,114 0,039 1
PAP4A2 0,117  -0,065 1
PAP4A3 0,108 -0,193 1
PAP10B1 0,114 -0,065 1
PAP10B2 0,115 -0,107 1
PAP10B3 0,114 -0,119 1
PAP12B1 0,118 -0,009 1
PAP12B2 0,119 -0,046 1
PAP12B3 0,119 -0,049 1
PAP17B1 0,119 -0,07 1
PAP17B2 0,118 -0,049 1
PAP17B3 0,116 0,156 2
PAP18B1 0,115 0,176 2
PAP18B2 0,115 0,196 2

Tabela 13 — Escores das componentes e classificagdo do cluster de Benigno vs Maligno.

Benigno vs Maligno

Espectio —5e1 pc2  Cluster
boclal 0,115 0,018 1
bocla2 0,114 0,02 1
bocla3 0,114 0,049 1
boc2bl 0,115 0,05 1
boc2b2 0,11 0,106 1
boc2b3 0,105 0,088 1
boc6al 0,107 -0,24 2
boc6a2 0,108 -0,23 2
boc6a3 0,108 -0,232 2
boc8al 0,106 -0,263 2
boc8a2 0,103 -0,287 2
boc8a3 0,106 -0,244 2
boc9al 0,114 0,017 1
boc9a?2 0,114 0,019 1
boc9a3 0,114 0,015 1

boc10al 0,113 -0,105 2

boc10a2 0,112 -0,126 2

boc10a3 0,11 -0,159 2

bocllal 0,114 0,055 1

boclla2 0,114 0,084 1
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boclla3 0,114 0,085 1
bocl12al 0,114 -0,007 1
boc12a2 0,115 0,002 1
bocl2a3 0,114 -0,019 1
boc13bl 0,112 0,036 1
boc13b2 0,113 0,075 1
boc13b3 0,112 0,11 1
bocl7al 0,109 0,109 1
bocl17a2 0,112 0,033 1
bocl7a3 0,112 0,051 1
boc2lal 0,113 0,012 1
boc21a2 0,113 0,085 1
boc21a3 0,114 0,054 1
BOC3A1l 0,115 0,059 1
BOC3A2 0,114 0,057 1
BOC3A3 0,114 0,063 1
BOC3B1 0,114 0,035 1
BOC3B2 0,114 0,042 1
BOC3B3 0,114 0,061 1
BOC5A1 0,114 0,007 1
BOC5A2 0,114 0,011 1
BOC5A3 0,114 0,023 1
BOC6C1 0,112 0,03 1
BOC6C?2 0,111 0,118 1
BOC6C3 0,112 0,085 1
BOC6D1 0,112 0,103 1
BOC6D2 0,113 0,092 1
BOC6D3 0,103 0,067 1
BOC7B1 0,108 0,029 1
BOC7B2 0,114 0,043 1
BOC7B3 0,114 0,044 1
BOC8B1 0,115 0,018 1
BOC8B2 0,114 0,026 1
BOCS8B3 0,115 0,028 1
BOC15B1 0,114 -0,002 1
BOC15B2 0,114 0,001 1
BOC15B3 0,114 -0,023 1
BOC16B1 0,114 0,032 1
BOC16B2 0,114 0,024 1
BOC16B3 0,114 0,058 1
PAP4A1l 0,11 -0,02 1
PAP4A2 0,113 0,061 1
PAP4A3 0,104 0,153 1
PAP10B1 0,11 0,049 1
PAP10B2 0,111 0,086 1
PAP10B3 0,11 0,097 1
PAP12B1 0,114 0,023 1
PAP12B2 0,114 0,049 1
PAP12B3 0,115 0,052 1
PAP17B1 0,114 0,07 1
PAP17B2 0,114 0,05 1
PAP17B3 0,112 -0,125 2
PAP18B1 0,112 -0,143 2
PAP18B2 0,111 -0,156 2
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FOL2A1 0,102  -0,258
FOL2A2 0,097 -0,346
FOL2A3 0,1 -0,315
ADFOL_13A1 0,113 0,044
ADFOL_13A2 0,114 0,015
ADFOL 13A3 0,114 0,031

PR (RINININ

A Tabela 14 demonstra o numero de espectros por cluster que também pode
ser observado no dendograma fig. 33 para o confronto entre bdcio total e carcinoma

papilifero.

Tabela 14 — Quantidade de espectros por cluster e a distancia dele em BCO versus PAP.

BCO vs PAP Quantidade Distancia
Cluster 1 62 (84%)

0,281
Cluster 2 12 (16%)

Ao verificar o dendograma da Figura 31, temos um total de 74 espectros,
compondo 60 espectros representativos do grupo de bdcio total, lembrando que
foram unidos os espectros de tecido adjacente a lesdo e bdcio regido nodular com
0s 14 espectros do grupo de carcinoma papilifero.

Considerando os espectros em conjunto, o cluster 1 e 2, tem-se 84% dos
espectros no cluster 1 (62 espectros) e 16% do total (12 espectros) no cluster 2,
como representado na Tabela 14.

Para avaliacéo isolada de cada um dos clusters, temos no cluster 1, 51
espectros de bocio (85%) e 11 espectros de carcinoma papilifero (78%). No
entanto, para o cluster 2, ha 9 espectros de bdcio (15%) e 3 espectros de
carcinoma papilifero (22%). Foi possivel fazer a separacdo com 72,04% de
similaridade (Figura 31).
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Dendograma BOC vs PAP
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Figura 31 — Dendograma com andlise de cluster para separacéo de bécio e carcinoma papilifero.

Fez-se necessario avaliar o fragmento utilizado no estudo comparando o
resultado estatistico com os laudos meédico, histolégico e anatomo-patologico
(Tabela 3).

No cluster 1, a amostra 4A pela visdo macroscopica do médico é um
carcinoma papilifero, o laudo histologico descreve suspeita de carcinoma papilifero e
o laudo anatomo-patoldgico relata: Lobo esquerdo da tiredide: microcarcinoma
papilifero, variante folicular, ndo encapsulado, medindo 0,6cm de diametro. Istmo da
tiredide: Bocio adenomatoso multinodular associado a tireoidite linfocitica. Lobo
direito da tiredide: Bocio adenomatoso multinodular associado a tireoidite linfocitica.

Para o espécime 10B, pelo médico cirugido, refere-se a um fragmento de
carcinoma papilifero, a amostra enviada a analise histopatologica néo foi
considerada suficiente para analise e no exame anatomo-patolégico foi relatado
microcarcinoma papilifero em lobo direito e bocio adenomatoso em lobo esquerdo. O
fragmento 12B pelo médico cirurgido € um carcinoma papilifero; da mesma forma, o
material € insuficiente para histopatologia que observa apenas fibrose e focos
hemorragicos, o laudo anatomo-patolégico reconhece no lobo direito da tiredide o
carcinoma papilifero que mede 0,7cm, istmo com tireoidite linfocitaria e lobo

esquerdo com carcinoma papilifero medindo 1,8cm.
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De cada um dos fragmentos foram retirados trés espectros em regidoes
diferentes, dois espectros do espécime 17B se posicionaram no cluster 1 e um
espectro no cluster 2. Na visdo macroscopica do médico, este é um fragmento de
carcinoma papilifero; pela histopatologia, o laudo € sugestivo de carcinoma papilifero;
e para 0 exame anatomo-patoldgico, ha presenca de carcinoma papilifero em lobo
esquerdo e bécio nodular coléide em lobo direito da tiredide.

No cluster 2, os espectros de bdocio que receberem o laudo falso-positivo
pertencem as amostras 6A, 8A, e 10A. O fragmento 6A € um tecido de tiredide
normal pela visdo macroscopica do meédico cirurgido, recebeu o laudo de bdcio
adenomatoso pela andlise histopatolégica e no laudo anatomo-patologico verifica-se
no lobo direito, istmo e lobo esquerdo da tiredide, bécio adenomatoso multinodular.
O fragmento 8A, da mesma forma, pela visdo do médico, refere-se ao tecido normal
da tiredide pela histopatologia bécio adenomatoso e pelo laudo anatomo-patologico
o lobo esquerdo, istmo e lobo direito ha presenca de bocio coldide. A amostra 10A é
um fragmento de tiredide normal retirado de um paciente com carcinoma papilifero,
amostra 10B.

Em seguida, na Figura 32, foi representada a distribuicdo dos espectros por

cluster.

Distribuicdo dos Espectros - BCO vs PAP

L 2 2 g g § 5 g N ® g 4@ I v R oa o o
© N @ 9 § 2 3 8 5 & 6 & ¥ o ® 8 oo @ &

BCO PAP

mmmmmmmmmmmmmmmmm
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Figura 32 — Distribuicdo dos espectros para BCO vs PAP

Seguindo o0 mesmo método de analise dos dados, realizou-se a mesma
andlise de cluster e construcao do grafico de dendograma para as lesdes benignas
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versus malignas, onde ha a unido de todos os espectros coletados para este estudo,

incluindo os espécimes de adenoma folicular e carcinoma folicular.

Tabela 15 — Quantidade de espectros por cluster e a distancia dele em Benigno vs Maligno.

Benigno vs Maligho Quantidade Distancia
Cluster 1 65 (81%)

0,262
Cluster 2 15 (19%)

A distancia entre os clusters foi diminuida a medida que agregamos mais
dados espectrais; para a Tabela 14 que apresenta a distancia entre bocio e
carcinoma papilifero o resultado foi de 0,281, e para Tabela 15, este resultado foi
0,262 o que indica diminuicdo do espalhamento dos espectros principalmente na
analise de lesdes benignas versus malignas, possibilitando fazer a separacéao
com 73,37% de similaridade (Figura 31).

Para esta analise tem-se um total de 80 espectros compostos por 60
espectros de boécio adenomatoso (33 espectros de tecido adjacente a lesao
conjuntamente com o0s 27 espectros de bocio regido nodular), 03 espectros de
adenoma folicular, 14 espectros de carcinoma papilifero e 03 espectros de
carcinoma folicular.

Considerando os espectros em conjunto, o cluster 1 e 2, tem-se 81% dos
espectros no cluster 1 (65 espectros) e 19% do total (15 espectros) no cluster 2,
como representado na Tabela 15.

Para avaliacdo isolada de cada um dos clusters, temos no cluter 1, 51
espectros de bécio (85%), 3 espectros de adenoma folicular (100%) e 11
espectros de carcinoma papilifero (78%). No entanto, para o cluster 2, estédo
presentes 9 espectros de bocio (15%), 3 espectros de carcinoma papilifero (22%)
e 3 espectros de carcinoma folicular (100%); ou seja, no cluster 1 tem-se 86%
dos espectros de lesbes benignas e 65% de malignas. O cluster 2, possui 14%

das lesdes benignas e 35% de lesGes malignas.
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Dendograma de Benignho vs Maligno
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Figura 33 — Dendograma com andlise de cluster para separacéo das lesdes benignas e malignas.

Os espectros com resultado falso-negativo e falso-positivo desta analise
foram idénticos a analise anterior (bdcio total versus carcinoma papilifero), visto que
foram acrescentados apenas 06 espectros. Os 03 espectros de adenoma folicular se
posicionaram-se corretamente no cluster 1 representativo de lesbes benignas e o0s
03 espectros de carcinoma folicular também se posicionou em 100% no cluster 2,
representativo das lesdes malignas. Perante o exposto, a descricdo das laminas
encontra-se na Tabela 3.

A Figura 34, abaixo, demonstra a distribuicdo dos espectros, ou seja, a
diferenca dos espectros para cada cluster (cluster 1 e 2) durante a analise do grupo

de lesdes benignas versus lesdes malignas.

Distribuicdo dos Espectros - Benigno vs Maligno
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Figura 34 — Distribuicdo dos espectros para Benigno vs Maligno.
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Apos realizada a analise das componentes principais, andlise de cluster com
estruturacdo dos dendogramas, prosseguiu-se ainda a analise estatistica
multivariada, utilizando um outro método onde a utilizacdo destas varidveis cria um
“indice” ou “funcdo discriminante” que representa de forma parcimoniosa as
diferencas entre 0s grupos.

A Figura 35 representa a dispersdo do grupo bocio versus carcinoma
papilifero na classificagdo original. Em sequéncia, demonstra o grafico apos a

classificagao discriminante deste grupo.
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Figura 35 — Disperséo dos grupos na classifica¢édo discriminante de BCO vs PAP.

Dados importantes fornecidos pela analise discriminante que precisam ser

verificados sdo os percentuais individuais de cada grupo (Tabela 16).

Tabela 16: Percentual de classificagcdo da funcado discriminante em BCO vs PAP

Classificacéo Correta

Bécio 70,0%
PAP 42.,9%
Geral 64,9%

Comparando os métodos estatisticos, o melhor resultado foi obtido pela
analise discriminante. Na andlise de Benigno vs Maligno (Figura 36), os percentuais
de classificagao correta individual mostram-se maiores, chegando a quase 80% no

grupo de espectros de lesbes benignas (Tabela 18).
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Figura 36 — Disperséo dos grupos na classificacdo discriminante de Benigno vs Maligno.

Analisando as Tabelas 8, 16 e 17 com os percentuais de classificacao correta
para o geral, fica nitido que com o decorrer da conjugagcao entre 0s grupos este
percentual apresentou-se aumentado. Como resultado para o confronto entre os
grupos tecido adjacente ao bécio versus regidao nodular do bdcio, obteve-se o indice
de 58.3 % de classificacdo correta; este percentual se mostrou baixo, ndo sendo
possivel discriminar os espectros Raman destes dois grupos. Entre bocio (regido
nodular e periferia) versus carcinoma papilifero, o indice de classificacdo correta foi
de 64.9 %, sendo considerado bom. No entanto, resultado relevante foi obtido na
andlise dos espectros de tecidos Benignos (Bocio e Adenoma Folicular) versus
Malignos (Carcinomas Papilifero e Folicular), cujo percentual foi 72.5 %, considerado

bom.

Tabela 17: Percentual de classificacdo da fungéo discriminante em Benigno vs Maligno

Classificacéo Correta
Benigno 79,4%
Maligno 47,1%

Geral 72,5%
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5.2.2 Anaéalise Descritiva

5.2.2.1 Estudo do “Padrao Folicular”

Outra dificuldade para a histologia € a diferenciacdo do chamado “padrdo
folicular”, ou seja, perceber as diferencas entre bocio adenomatoso, adenoma
folicular e carcinoma folicular.

A seguir, na Figura 37, encontra-se em preto a media dos espectros de bocio
adenomatoso, em vermelho adenoma folicular e em verde representado a média dos
espectros de carcinoma folicular. A Tabela 18 apresenta as diferencas entre 0s
modos vibracionais destas patologias.

Em decorréncia do baixo niumero de amostras, ndo foi realizada a analise
estatistica desta conjugacao. Havia apenas uma amostra para carcinoma folicular e
adenoma folicular, fato justificado pela baixa incidéncia destas patologias. No
entanto, faz-se relevante ressaltar a diferenca espectral e as modificagbes
bioquimicas presentes nos espectros dos tecidos analisados no presente estudo.

1 |——BCO |
1|——ADFoL| i

Intensidade

| -:l:::l::.::::l: .: ..:I: :I..I
480 600 720 840 960 1080 1200 1320 1440 1560 1680 1800
Deslocamento Raman (cm )

Figura 37 — Média dos espectros de bécio adenomatoso linha preta, adenoma folicular linha vermelha
e carcinoma folicular verde na regido de deslocamento Raman de 400 & 1.800 cm™.
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Tabela 18 — Modos vibracionais relevantes na diferenciacdo de bocio adenomatoso em comparagdo

com adenoma folicular e carcinoma folicular (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007).

PICO ATRIBUIQAO PATOLOGIA
509 cm’ Estiramento S-S dissulfeto banda de colageno | Carcinoma Folicular
v(S-S) aminoacido cisteina Adenoma Folicular
Bdcio regido nodular
524 cm™ Estiramento S-S dissulfeto em proteinas Adenoma Folicular
fosfatidilserina Carcinoma Folicular
v(S-S) aminoécido cisteina Bdcio regido nodular
540 cm™ L(S-S) aminoécido cisteina Adenoma Folicular
Carcinoma Folicular
Bdcio regido nodular
555 cm™ v(S-S) Carcinoma Folicular
Adenoma Folicular
Bdcio regido nodular
573 cm™ Triptofano/citosina, guanina Adenoma Folicular
600 cm™ Conformacao de nucleotideo Adenoma Folicular
Carcinoma Folicular
Bdcio regido nodular
618 cm™ C-C twist (proteina) Bdcio regido nodular
Adenoma Folicular
Carcinoma Folicular
643 cm™ C-C twist modo de tirosina Carcinoma Folicular
Adenoma Folicular
Bocio regido nodular
666 cm™ G, T (Modo de respiracdo do anel aromatico | Carcinoma Folicular
das bases nitrogenadas do DNA)- tirosina-G | Adenoma Folicular
backbone in RNA
678 cm™ Modo de respiragdo do anel aromatico das | Carcinoma Folicular
bases nitrogenadas do DNA
G (Modo de respiracdo do anel aromético das
bases nitrogenadas do DNA)/ C-2’-endo-anti
690 cm™ Modo de respiragdo do anel aromético das | Adenoma Folicular
bases nitrogenadas do DNA
700 cm™ L(S-S) trans (aminodcido metionina) Carcinoma Folicular
735cm™ Estiramento C-S (um dos trés picos de | Adenoma Folicular
tiocinato, em 2095 & 445 cm™)
780 cm™ Modo de respiracéo do anel aromético da base | Carcinoma Folicular
Uracil Bdcio regido nodular
Adenoma Folicular
811 cm™ O-P-0 estiramento RNA Adenoma Folicular
Bdcio regido nodular
820 cm™ Banda de Proteina Carcinoma Folicular
Modo da estrutura de proteinas em tumores. Adenoma Folicular
Proteinas, incluindo colageno | Bdcio regido nodular
831cm™ Estiramento assimétrico O-P-O, tirosina Carcinoma Folicular
Adenoma Folicular
856 cm™ Aminoacidos de cadeia lateral vibragdes | Adenoma Folicular

prolina e hidroxiprolina, bem como (C-C)
vibracéo de colageno backbone.
Hidroxiprolina (colageno tipo |)

Bocio regido nodular
Carcinoma Folicular

893/5/6 cm™

Fosfodiester, deoxiribose

Adenoma Folicular

915 cm™ Vibracdo de Ribose, modo distinto de RNA (em | Carcinoma Folicular
915 e 974 cm™)
937 cm™ Prolina, hidroxiprolina, v(C-C) skeletral em Adenoma Folicular

colageno backbone

Bocio regido nodular
Carcinoma Folicular
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960 cm™ Vibracdo simétrica estramento v, PO*, | Adenoma Folicular
(fosfato de HA) Carcinoma Folicular
Banda de estiramento de fosfato de calcio | Bécio regido nodular
(quantidades elevadas de colesterol).
Deformacao do anel Quindide em plano.
974 cm™ Vibracéo de Ribose, modo distinto de RNA (em | Carcinoma Folicular
915 e 974 cm™)
980 cm™ Estitamento C-C - folha pregueada (proteinas) | Carcinoma Folicular
=CH bending (lipideos)
1000 cm™* Fenilalanine Bocio regido nodular
NADH ligado & livre Adenoma Folicular
Carcinoma Folicular
1048 cm™ Glicogénio Carcinoma Folicular
1064 cm™ Estiramento C-C skeletral em lipideos Carcinoma Folicular
Cadeias Acll Adenoma Folicular
v(C-C) trans
1078 cm™ v(C-C) ou v(C-0), fosfolipidios Carcinoma Folicular
Estiramento simétrico fosfato Adenoma Folicular
Fosfolipidios
Modo de estiramento C-C ou C-O de
fosfolipidios
Pico de Carboidrato para sélidos
C-C ou C-0 estiramento (lipideo),C-C ou PO,
1095 cm™ Lipideo Carcinoma Folicular
C-N Adenoma Folicular
PO” em &cidos nucléicos
1173 cm™ Cytosina, guanina Adenoma Folicular
Bocio regido nodular
1200 cm™ Acidos nucleicos e fosfatos Adenoma Folicular
Anel aromético C-O e C-N
1208 cm™ v(C-CgHs), triptofano, fenilalanina (atribuicdo | Bocio regido nodular
de proteinas) Adenoma Folicular
triptofano Carcinoma Folicular
A, T (Modo de respiracdao do anel aromético
das bases nitrogenadas do DNA/RNA)-amida
Il (proteina)
1224 cm™ Amida IIl B- folha pregueada Carcinoma Folicular
1258 cm™ Amida Ill, adenina, citosina Carcinoma Folicular
Bdécio regido nodular
1290 cm™" Citosina Carcinoma Folicular
1319 cm™ Guanina (B,Z-marcador) Carcinoma Folicular
CHj3 CH, twist (atribuigdo de colégeno) Bocio regido nodular
1330 cm™ Fosfolipidios tipicos Adenoma Folicular
Regido associada ao
DNA & fosfolipidios
Colageno
Acidos Nucleicos fosfatos
1337/9 cm™ | Triptofano Carcinoma Folicular
CH, /CH3; wagging, twisting &/or bending modo | Bécio regido nodular
de colagenos & lipidios Adenoma Folicular
CH, /CH; wagging & twisting modo de
colageno, acido nucleico & triptofano
1386 cm™ Banda CHj Adenoma Folicular
Carcinoma Folicular
1448 cm™ Deformag&o CH, CHj Bacio regi&o nodular

Deformacdo CH,

Adenoma Folicular




88

CH, Carcinoma Folicular
Colageno

1485 cm™ G, A (Modo de respiracdo do anel aromatico | Carcinoma Folicular
das bases nitrogenadas do DNA)
Nucleotideo base de purina (guanina and
adenina)

1525 cm™ Vibracao conjugada em plano Carcinoma Folicular
—C=C-

1585 cm™ C=C bending modo de fenilalanine Bocio regido nodular
Estiramento C=C olefinico Adenoma Folicular
Estiramento C=C olefinico (atribuicdo de
proteina)

1665 cm™ Amida | (de colageno) Carcinoma Folicular
Amida | Adenoma Folicular
Amida | (atribuicdo de colageno) Bdcio regido nodular
Amida | (estrutura-dissolvida desordenada)
Ls(C=0)

1729 cm™ Grupo Ester Carcinoma Folicular

Adenoma Folicular

1747 cm™ CH, bending modo de proteinas&lipidios Adenoma Folicular
Deformacdo CH, (proteina) Carcinoma Folicular
d as (CHs) 8(CH,) de proteinas

Pela Tabela 18 é possivel perceber alguns picos presentes em todos os trés
espectros, ou seja, ligagbes quimicas presentes em todos os trés tipos de tecidos,
porém, com diferentes intensidades entre eles. Estas regibes podem ser as regides
similares consideradas até mesmo caracteristicas do tecido tireoidiano normal. No
entanto, também h& presenca de picos caracteristicos para apenas um ou dois tipos
de leséo, sendo estes modos os de maior destaque para diferenciacdo das
patologias por serem picos exclusivos e representativos de alteracdes teciduais.

O Bdcio adenomatoso é a lesédo que mais se assemelha ao tecido normal, e
no espectro todos 0s seus picos principais aparecem associados a patologia. Por
sua vez, ja o adenoma folicular, por exemplo, possui picos isolados em 573 cm™,
690 cm™, 735 cm™, 893 cm™ e 1330 cm™. Os picos caracteristicos do carcinoma
folicular aparecem em 678 cm™, 700 cm™, 915 cm™, 974 cm™, 980 cm™, 1224 cm™,
1290 cm™, 1485 cm™ e 1525 cm™. Estas regibes descritas e a diferenca de
intensidade entre os picos de cada uma das patologias podem auxiliar o diagnéstico

do “padréo folicular”.
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5.2.2.2 Analise dos hormdnios (T3 e T4) sintéticos

Continuando o estudo da glandula tiredide, verificamos que é fundamental
ainda a analise dos horménios. A tiredide tem como principal funcao a sintese de T3
e T4, componentes que ficam armazenados como reserva extracelular polipeptidica
no coldide dentro do limen folicular das células da tirdide.

Utilizando os hormonios sintéticos obtidos comercialmente, foram coletados
0S espectros caracteristicos de T3 e T4, posteriormente, estes espectros obtidos
foram comparados com os espectros de tecidos bioldgicos, ou seja, sobrepostos aos
espectros de bocio tecido adjacente a lesdo, bocio regido nodular e carcinoma

papilifero (Figura 38).
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Figura 38 — Média dos espectros dos hormonios T3 e T4 - linha espectral preta e verde na regido
inferior do grafico. Média dos espectros do tecido de adjacente a lesdo linha preta, bécio regido
nodular em azul e carcinoma papilifero (vermelho) parte superior do grafico na regido de
deslocamento Raman de 400 & 1.800 cm™.

Na Tabela 19 estéo identificadas as bandas de compostos hormonais, como
caracterizado no estudo de Alvarez, Farias e Hidelbrant (2004). Neste estudo, os

modos vibracionais hormonais mais importantes foram correlacionados com regides
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espectrais obtidas em tecidos patologicos. Os modos vibracionais provaveis em
tecidos biolégicos, como anteriormente, basearam-se no estudo realizado por
Movasaghi, Rehman e Rehman (2007). Ou seja, na Tabela 19 encontram-se 0s
modos vibracionais para os picos similares nos espectros de tecidos patolégicos e
dos hormoénios (T3 e T4) construindo hipdéteses com relagdo ao modo vibracional

atuante em cada regiao.

Tabela 19 — Modos vibracionais dos horménios T3 e T4 juntamente com tecido adjacente a leséo,
bdcio regido nodular e carcinoma papilifero (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007; ALVAREZ;
FARIAS; HIDELBRANT, 2004)

PICO ATRIBUICAO PATOLOGIA
600 cm’ Conformacéao de nucleotideo T3
Bdcio tecido adjacente
Bdcio regido nodular
Carcinoma Papilifero
618 cm™ C-C twist (proteina) T3
Bdcio tecido adjacente
Bdcio regido nodular
Carcinoma Papilifero
722 cm™ DNA T4
B (15) T3
Carcinoma Papilifero
Baocio regido nodular
Bdcio tecido adjacente
782 cm™ DNA T4
NHs+wag T3
Carcinoma Papilifero
Bdcio regido nodular
Bdcio tecido adjacente
820-30 cm™ Banda de proteina T4
Modo da estrutura de proteinas em tumores. T3
Proteinas, incluindo colageno | Bdcio regido nodular
Anel o/B deformacéo Bocio tecido adjacente
Carcinoma Papilifero
856 cm™ Aminoécidos de cadeia lateral vibracdes T4
prolina e hidroxiprolina, bem como, (C-C) Badcio regido nodular
vibracéo de colageno backbone. Carcinoma Papilifero
Hidroxiprolina (coladgeno tipo 1)p (12) Bdcio tecido adjacente
1030 cm™ Fenilalanina de colageno T3
v(C-C) skeletral, Queratina (proteina) Bocio regido nodular
& (C-H), Fenilalanina (proteina) Bécio tecido adjacente
a (9) Carcinoma Papilifero
1130 cm™ Estiramento C-C skeletral T3
transconformacéo Bdcio tecido adjacente
Fosfolipidio mudanca estrutural (trans versus Bocio regido nodular
gauche isomerismo) Carcinoma Papilifero
30OH;,
1180 cm™ Citosina, Guanina T3
vCp-O T4
Bdcio tecido adjacente
Bdcio regido nodular
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Carcinoma Papilifero

1270 cm™ Fosfolipidios Tipicos T4
Amida Il banda em proteinas Carcinoma Papilifero
Bocio regido nodular
CH, twist Bdcio tecido adjacente
1290 cm™ Citosina T3
B(6) Bocio tecido adjacente

Bocio regido nodular
Carcinoma Papilifero

1560 cm™ Triptofano T4
Bdcio tecido adjacente
a (1); a (1)-B (2); B (2) Bacio regido nodular
Carcinoma Papilifero
1582 cm™ 8(C=C), fenilalanina T3
T4
B (2); B (2)+ o (1); B (1)-a (1) Bdcio tecido adjacente

Baocio regido nodular
Carcinoma Papilifero

1598 cm™ Estiramento C=N e C=C em anel Quinéide T3
Bécio tecido adjacente
B (1); B (1); B (1)+ a (1); Baocio regido nodular

Carcinoma Papilifero

Na Tabela 19 observa-se a identificacéo da presenca dos horménios T3 e T4
nos espectros de tecido adjacente a lesdo, regido nodular do bécio e carcinoma
papilifero.

Os picos que sugerem ter influéncia apenas do horménio T3 se encontram
nas seguintes regies: 600 cm™, 618 cm™, 1030 cm™, 1130 cm™, 1290 cm™ e 1598
cm™. Todos estes picos aparecem com maior intensidade nos espectros de tecido
adjacente a lesdo; apenas o pico de 1030 cm™ recebe a maior intensidade no
espectro de bdcio regido nodular.

Pode-se perceber os picos relacionados ao horménio T4 nas regides de 856
cm™?, 1270 cm™ e 1560 cm™; este horménio quando correlacionado com os tecidos
glandulares tem uma variacdo de intensidade. A intensidade dos picos sobressai
para o bocio regido nodular, carcinoma papilifero e tecido adjacente a leséo
consecutivamente.

Existem picos que aparecem nas mesmas regides do espectro tanto para o
horménio T3 como para o horménio T4, ainda assim, estes picos podem ser
observados nos espectros de tecidos patologicos da tiredide com diferentes
intensidades. Estes picos coincidentes se apresentam nas regides de 722 cm™ com
maior intensidade para o hormdénio T4 e no espectro de carcinoma papilifero se
comparado com horménio T3. Na regido de 782 cm™ da mesma forma, observaram-

se maiores intensidades para T4 e no carcinoma papilifero. Sobresae a intensidade



92

para T4 e similarmente no espectro de regido nodular do bécio na regido de 820-830
cm™. Entretanto, na regido de 1180 cm™ destaca-se uma maior intensidade para o
horménio T3 e tecido adjacente a lesdo se comparado o espectro de T4, novamente,
na regido de 1582 cm™ destaca-se maior intensidade em T3 e tecido adjacente &
leséo.

Verifica-se, em suma, que de alguma forma o tecido adjacente a lesdo ou a
lesdo mais proxima do normal recebe uma influéncia maior do horménio T3 e, em

hipotese, o horménio T4 esté correlacionado com o carcinoma papilifero.
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6 DISCUSSAO

A grande heterogeneidade existente nos componenetes teciduais da glandula
tiredide ficou evidenciada durante a execucao do presente estudo. Em um mesmo
fragmento analisado, estdo presentes dois ou trés tipos de lesdes conjuntamente, o
que dificulta o laudo citopatolégico e histopatologico. Esta dificuldade também
esteve presente na aplicacdo da analise dos espécimes por espectroscopia FT-
Raman, sugerindo a utilizacdo da técnica para complementacdo do diagnostico de
patologias de tiredide.

Para o diagnéstico das doencas da tiredide é necessaria a unido de varias
informacgdes sobre as lesdes. As discussdes sobre as diferencas entre as patologias
podem estar relacionadas as diferentes escolas de patologistas. As mesmas
caracteristicas morfolégicas (macro e micro) podem ser associadas a diferentes
patologias, dificultanto o diagndstico diferencial. Desta forma, poderia ser (Uutil
encontrar novas informagdes sobre estas doencas na tentativa de estabelecer mais
facilmente alguns padrdes que facilitem o diagnostico de lesbes incipientes e
intermediarias.

O laudo citopatolégico e histopatolégico depende da experiéncia do
profissional que faz a leitura do fragmento, que € usualmente descritiva no relato do
acometimento celular. Quando ha incertezas para o laudo das lesdes da tiredide,
qualquer informacé&o adicional agregara e tera grande utilidade para o conhecimento
deste complexo 6rgdo enddcrino, assim como complementara o diagnéstico final e
influenciaréd a opiniao médica com relacdo a patologia apresentada.

Apos verificar as dificuldades histoldgicas, percebeu-se a necessidade de trés
tipos de conjugacdo dos dados. A primeira dificuldade enfrentada foi a similaridade
do tecido normal ou de margem de lesdo com o0s nodulos hiperplasicos
denomidados bdcio adenomatoso. Por fim, foi colocado o propdsito de maior
destaque deste estudo, que era a diferenciacdo das neoplasias benignas das
malignas. Posteriormente, observou-se a dificuldade de anélise do “padréo folicular”,
como a diferenciacdo entre bocio adenomatoso, adenoma folicular e carcinoma
folicular.

Entre os 18 casos estudados, com um total de 27 amostras, 11 dos

fragmentos foram classificados pelo médico cirurgido como tiredide normal, tendo
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recebido o diagnostico histopatolégico de bocio adenomatoso. Todos os tecidos
foram obtidos a partir de pacientes com diferentes patologias. Praticamente nenhum
tecido de paciente normal estava disponivel para o presente estudo. Em vista disso,
o tecido que serviria como controle seria retirado de regides adjacentes ao tecido
alterado que apresentassem aspectos de normalidade. Desta forma, foi despertada
a necessidade de andlise dos tecidos denominados como “tiredide normal” ou tecido
adjacente a lesao, conjuntamente com os fragmentos de bécio da regido central da
lesdo. O objetivo desta analise foi verificar se o tecido de tiredide normal, ou margem
de lesdo, realmente era similar ao bdécio adenomatoso, como descrito pela
histopatologia.

Segundo Layfield, Wax e Jones (2003), existem estudos e critérios que
tentam separar os neoplasmas foliculares dos nédulos hiperplasicos e bdcio coldide,
porém, um critério para separacao das hiperplasias e dos bocios nodulares de tecido
normal da tiredide raramente tem sido discutido na literatura. O bocio coloide é
diagnosticado quando h& abundancia de coldide e lesbes significantes estao
ausentes. Similarmente, um nédulo hiperplasico ou adenomatoso é diagnosticado
por pequena quantidade de coldide e grau superior de lesbes também nédo sao
encontrados.

Alcantara-Jones et al. (2006), desenvolveram um estudo observacional para
verificar o padrdo citolégico do tecido tireoidiano normal obtido através de puncdes
aspirativa e ndo-aspirativas em 38 cadaveres, nos quais se procedeu a disseccao
anatbmica da tirebide normal e citoaspiracdo. Dois patologistas cegos para a
metodologia do estudo, sem conhecer a correspondéncia entre citologia e histologia,
analisaram os esfregacos e os cortes histolégicos. As tiredides normais forneceram
diagnéstico citologico de bocio adenomatoso em 70,4% das vezes por um
observador e 92,6% para outro. Como conclusdo, € possivel dizer que o aspecto
citologico da tiredide normal em cadaveres foi semelhante ao do bocio adenomatoso.

O estudo descrito reflete bem as duvidas relacionadas a citologia e a
histopatologia da tire6ide, onde nem mesmo o tecido normal consegue ser
diferenciado de uma neoplasia benigna como o bécio adenomatoso.

Verificando os resultados obtidos neste confronto, o percentual geral de
classificacdo entre os espectros de tecido adjacente a lesdo e regido nodular do
bocio foi considerado baixo pela andlise discriminante. Este percentual confirma a

dificuldade de diferenciacdo da regido periférica com relacdo a regido central do
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nodulo. Entretanto, pela andalise dos espectros observaram-se alteracdes
bioquimicas entre os dois tipos de tecidos. Estas alteracdes foram observadas pela
diferenca na forma de apresentacao dos espectros e seus modos vibracionais.

Os espectros de tecido adjacente a lesdo na analise de cluster que acabaram
sendo transferidos para o cluster 1 se misturando com o grupo de bdcio
adenomatoso sdo, na realidade, tecidos que margeiam alguma lesdo importante,
como bécio coldide, adenoma e carcinomas. Nas areas préoximas das patologias as
alteracdes bioquimicas ja estdo presentes, embora ndo sejam detectaveis
macroscopicamente e microscopicamente. O método de espectroscopia Raman é
capaz de detecta-las. Este pensamento leva a crer que uma leséo da tireéide néao é
um foco isolado; esta lesdo acaba por desencadear modificagbes celulares e
bioguimicas em toda a glandula (lobo direito, esquerdo e istmo).

Na metodologia, buscamos respeitar o diagnoéstico histopatolégico com a
intencdo de analisarmos se pela espectroscopia Raman podemos verificar uma
graduacdo destes nodulos hiperplasicos e noédulos coldides, buscando também
encontrar o tecido menos lesado e mais préximo do normal. Na andlise do
dendograma (Figura 27) existe uma mistura das amostras de tecido adjacente a
leséo e bocio regido nodular. O resultado obtido no cluster 1 fornece informacdes
gue sugerem que neste cluster estejam presentes as amostras teciduais com lesdes
mais antigas, extensas e consideraveis. Ja o cluster 2 representa as lesdes recentes
e menores; afinal, para o cluster 2, ndo migrou nenhum espectro de bdcio regiao
central da leséo.

O bécio é uma lesdo benigna, nodular, e na regido central pode haver um
liguido viscoso, resultado de anos de degradacdo de células. Pode haver
hemorragia no bocio, e macrofagos normalmente estéo presentes, sendo vistos com
hemossiderina, resultante da degradacdo das hemacias pelas células de defesa.
Isso quer dizer que houve tempo para o macrofago chegar até o ponto de leséo,
fagocitar esses elementos do sangue e degrada-los; estas caracteristicas que
fecham o diagndstico de lesdo antiga. Quando ha mais elementos de células nas
amostras, os patologistas fecham como bocio adenomatoso. Quando o componente
coldide é predominante, o diagndstico final é de bdcio coloide.

Do ponto de vista cirargico, o tratamento € similar e as implicacdes pos-
operatorias também. Na maioria dos casos, retira-se a glandula totalmente quando o

diagnéstico final refere-se a neoplasia benigna, principalmente se o nédulo acometer
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os dois lobos da glandula tiredide. Por outro lado, no caso de carcinomas malignos,
obviamente por medida de precaucdo contra recidivas e chances haver algum foco
de disseminagdo da doenca, também é retirada a glandula por completo. Esta é a
conduta mais frequente entre os médicos especialistas em cabeca e pescoc¢o; porém,
depende do julgamento individual de cada meédico e das condicbes gerais do
paciente.

Atualmente o que a medicina almeja é evitar que cirurgias agressivas sejam
realizadas, o que seria possivel se houvesse a certeza de diferenciacdo entre
neoplasias benignas e malignas. No entanto, os atuais métodos diagnosticos nao
permitem essa certeza e ndo conseguem delimitar o ponto exato de extensdo das
alteracoes celulares.

O que a espectroscopia Raman pretende diferir do diagnéstico convencional é
o fato da leitura por espectroscopia Raman fornecer informacdes a nivel molecular,
detectando alteracGes bioquimicas dessas lesbes pela percepcao das naturezas de
ligacoes.

Portanto, a espectrosocopia Raman apresentou sensibilidade para
estabelecer uma graduacdo entre as patologias de tiredide estudadas nesta
pesquisa, 0 que ndo ocorre com 0s atuais métodos de diagnostico. Além disso, as
lesbes desse tecido apresentam diferentes evolugbes, sendo possivel que um
pequeno nddulo de boécio permaneca de tamanho estavel por muitos anos, embora
outros possam apresentar crescimento rapido, originando areas de degeneracéo das
estruturas cisticas que caracterizam sua morfologia.

A graduacdo das patologias é importante e necessaria para se saber a
distancia da area central da lesdo para a sua margem, que significa tecido livre da
patologia, além de possibilitar quantificar o tamanho da regido da tiredide acometida.

Os métodos de diagnosticos expbem as formas de andlise da glandula
tiredide, o que € fundamental para o entendimento fisioldgico deste complexo
sistema. Um método de diagndstico insuficiente proporcionard escassas e radicais
opcOes de tratamento, isto se as lesdes ndo se mantiverem ocultas.

Dando continuidade a essa linha de pesquisa pretende-se estudar o
denominado “padrdo folicular” visto que, pela andlise citolégica, é dificil a
diferenciacdo entre adenoma folicular (lesdo benigna) e carcinoma folicular (lesédo

maligna). Isto determina que, muitas vezes, individuos s&do submetidos a
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tireoidectomia de urgéncia sem a certeza da gravidade da patologia pelo fato das
lesBes benignas serem, histopatologicamente, semelhantes as lesbes malignas.

O adenoma folicular e o carcinoma folicular s&o neoplasias de baixa
incidéncia. Devido ao pequeno numero de amostras e, consequentemente, de
espectros, ndo foram realizados testes estatisticos, optando-se apenas pela analise
espectral e identificacdo dos modos vibracionais destas lesdes da glandula tiredide.

Os resultados apresentados permitiram detectar picos presentes em todos 0s
trés espectros, ou seja, ligacdes quimicas que se apresentavam nesses trés tipos de
lesbes, porém com diferentes intensidades em cada uma delas. Estas regides
podem ser de regides similares consideradas até mesmo caracteristicas do tecido
tireoidiano normal. No entanto, também hé& a presenca de picos caracteristicos para
apenas um ou dois tipos de lesdes, sendo estes modos os de maior destaque na
busca da diferenciacéo entre as patologias estudadas por serem picos exclusivos e
representativos de alteracdo tecidual.

Propbe-se que a analise destas regides do espectro favorecam o laudo
médico usual; afinal, o adenoma folicular € uma neoplasia benigna e se néao tiver
indicio de malignidade, o tratamento muitas vezes sera apenas reposi¢cao hormonal,
opcado terapéutica que dificilmente ocorre atualmente pela similaridade com
histolégica do tecido com o carcinoma folicular.

N&o esta definido se o adenoma folicular pode evoluir para carcinoma; o que
se afirma apenas € que certamente o bécio ndo evolui, mas pode existir uma leséo
de bdcio proximo a uma neoplasia maligna. Neste estudo, todos os fragmentos
retirados de regides vizinhas aos carcinomas receberam o laudo histopatolégico de
bécio adenomatoso. No entanto, se pela histologia ndo existe uma distincao real
entre tecido normal e bocio adenomatoso, fica dificil afirmar que estas patologias
frequentemente estdo associadas.

Outro ponto de importancia meédica e histolégica seria o entendimento das
lesdes benignas e malignas, pois muitas vezes o laudo histoldgico relata suspeita
de malignidade, fornecendo um diagnostico inconclusivo. A consisténcia do laudo
€ um fator primordial para conduta médica e progndstico da doenca. De acordo
com o exposto, os dados foram conjugados para analise dos espectros de lesdes
benignas composta por espectros de bocio adenomatoso (periferia e regido
central da lesdo) e adenoma folicular, conjuntamente com espectros de lesdes

malighas (carcinoma papilifero e carcinoma folicular).
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Na primeira analise foram estudadas as amostras de bécio adenomatoso com
carcinoma papilifero (PAP) devido ao maior niumero de amostras presentes em cada
grupo. Por fim, analisaram-se todas as amostras: bocio adenomatoso, adenoma
folicular, carcinoma folicular e carcinoma papilifero (grupo benigno vs maligno). Pela
analise de cluster, observou-se que a distancia entre os clusters diminuia a medida
que eram agregados mais dados espectrais; para a tabela 14 com espectros de
bocio versus carcinoma papilifero, a distancia foi de 0,281 e para tabela 15 este
resultado foi 0,262 o que indica diminuicdo do espalhamento dos espectros
principalmente na analise de lesGes benignas versus malignas.

Analisando as tabelas com os percentuais de classificacdo correta para o
geral, fica nitido que com o decorrer da conjugagéo entre os grupos este percentual
apresentou-se aumentado. Como resultado para o confronto entre 0os grupos tecido
adjacente ao bdécio versus bocio regido nodular obteve-se o indice de 58.3 % de
classificacdo correta; este percentual se mostrou baixo, ndo sendo possivel
discriminar os espectros Raman destes dois grupos. Entre bécio (regido nodular e
periferia) versus carcinoma papilifero, o indice de classificacdo correta foi de 64.9 %,
considerado bom. No entanto, resultado relevante foi obtido na analise de dos
espectros de tecidos Benignos (Bocio e Adenoma Folicular) versus Malignos
(Carcinomas Papilifero e Folicular), cujo percentual foi 72.5 %, considerado bom.

Ao analisar a média dos espectros Raman com os modos vibracionais de
bocio, carcinoma papilifero e carcinoma folicular verificaram-se diferencas
bioquimicas entre as lesGes. Algumas intensidades apresentaram-se maiores no
espectro de bocio adenomatoso se comparado com os demais tecidos. Houveram
ainda picos isolados presentes apenas no espectro de carcinoma papilifero e picos
caracteristicos representativos de carcinoma folicular.

Como complementacdo desta pesquisa, foi fundamental ainda a andlise dos
hormdnios, considerando que este 6rgdo tem com principal funcdo a sintese de T3 e
T4, componentes que ficam armazenados como reserva extracelular polipeptidica no
coloide dentro do lumen folicular das células da tirdide.

Utilizando o hormdnio sintético, foram coletados 0s espectros caracteristicos
de T3 e T4; estes foram comparados com 0s espectros de bécio tecido adjacente a
lesdo, bécio regido nodular e carcinoma papilifero.

A frequéncia de ligacdo ou vibracdo dos atomos geralmente se acoplam

originando espectros de dificil entendimento; por isso que nas tabelas dos modos
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vibracionais relatamos os diversos modos provaveis de cada regido trabalhando com
hipéteses. Por exemplo, a regido de 722 cm™ para os tecidos biolégicos pode ser
atribuida ao modo de vibragdo de DNA ou ao modo B (15) dos horménios T3 e T4
presentes no coldide ou foliculos.

Verificar as intensidades dos picos coincidentes é importante quando se sabe
que as dosagens destes horménios podem ou nao sofrer variagbes na sintese.
Estas variacbes hormonais decorrem de modificacdes na funcdo glandular
desencadeadas pelo progresso patolégico, no entanto, o carcinoma pode existir sem
alteracOes na dosagem de T3 e T4.

Verificou-se nesta pesquisa que o tecido adjacente a lesédo, ou tecido mais
proximo a regido de normalidade, recebe maior influéncia do horménio T3. Os picos
isolados de T3 encontram-se em maior intensidade no espectro de tecido adjacente
a lesdo se comparado com os espectros da regido nodular do bécio e do carcinoma
papilifero. O horménio T3 encontra-se em maior quantidade no organismo, tanto que,
guando necessario ao organismo, o horménio T4 é revertido em T3.

Na analise de L-tiroxina, o hormbnio T4 aparece com picos de maiores
intensidades associado ao espectro de carcinoma papilifero nas regides de 722 cm™,
782 cm™ e 1270 cm™. Esta informacdo deve ser considerada para o diagnéstico de
carcinoma papilifero, visto que, o carcinoma papilifero quando analisados os modos
vibracionais dos horménios, é a patologia que freqientemente aparece com as
menores intensidades. Segundo Saito et al. (1998) o lodeto € menos concentrado
em menor quantidade no carcinoma papilifero da tiredide em comparacdo com a
glandula normal. A relacdo Na + / I-symporter (NIS) € a principal responsavel pela
captacdo de iodo pelas células da tir6ide. Além disso, altos niveis séricos de
tireotrofina (TSH) s&o exigidos para o aumento da captacdo de radioiodeto em
carcinoma metastatico da tiredide, sugerindo igualmente uma reduzida resposta do
TSH ao carcinoma da tiréide.

Este estudo sugere a analise dos espectros patolégicos; no entanto, se
analise dos espectros patolégicos for realizada em conjunto com 0s espectros
hormonais, existirdo informag8es bioquimicas adicionais, que podem complementar
o diagndstico por espectroscopia Raman.

A espectroscopia Raman permite, se necessario, estudar o tecido
isoladamente, ou seja, analisar os espectros patolégicos excluindo os picos e as

bandas de interferéncia hormonal, pois 0s presentes resultados permitiram
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caracterizar os modos vibracionais de horménios presentes tecidos em alteracfes
patolégicas da tiredide.

Este estudo procurou contribuir como fonte de informagao adicional para
identificacdo de tiredides normais, bocio e suas fases de progressdo, doencas
inflamatorias e finalmente para subclassificacdo entre os tumores. A observacéo
dos dados analisados permite diferenciar as neoplasias benignas de malignas
com 72% de classificagcdo correta pela fungdo discriminante. Ao estabelecer
estas diferencas entre os compostos patoldégicos abre-se para a discussao de
uma propedéutica menos agressiva.

O presente estudo esclarece por espectroscopia Raman, as controvérsias
clinicas das patologias que acometem a glandula tiredide. Ainda assim, 0s
resultados obtidos em hormonios permitirdo futuramente realizar a dosagem de
horménios utilizando a técnica de espectroscopia Raman, e da mesma forma,

perceber a interferéncia dos horménios para andlise de tecidos isoladamente.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel caracterizar os espectros Raman de tecidos patolégicos de
tiredide dos seguintes grupos histoldgicos: boécio tecido adjacente a lesdo, bécio
regido nodular, adenoma folicular, carcinoma folicular e carcinoma papilifero. Ainda
assim, obtidos os espectros Raman de horménios sintéticos T3 (triiodotironina) e T4
(tetraiodotironina). Avaliando essas caracteristicas, foi possivel estabelecer os
modos vibracionais referentes a cada um dos grupos.

Por meio do pareamento dos grupos foi realizada analise de componentes
principais seguida da andlise de cluster e discriminante linear. Estatisticamente
estabeleceu-se o percentual de classificagdo correta entre 0s grupos, para o
confronto entre bocio tecido adjacente a lesdo versus bécio regido nodular o
percentual de classificacdo correta foi de 58,3%, entre bocio total (periferia e regido
nodular) versus carcinoma papilifero este percentual foi de 64,9%, e finalmente, para
separacdo de lesbBes benignas (bdécio total e adenoma folicular) versus malignas
(carcinoma folicular e carcinoma papilifero) o percentual de classificacdo foi
aumentado obtendo o indice de 72,5%.

Conclui-se ainda que os picos representativos dos modos vibracionais dos
hormonios podem trazer informagdes adicionais, afinal, os horménios fazem parte do
conteudo glandular. Ademais, deduz-se dos dados empiricos, que a analise dos
espectros patoldgicos realizada em conjunto com o0s espectros hormonais, pode
complementar o diagndstico por espectroscopia Raman.

Mais estudos serdo necessarios para que se configure uma homogeneidade
de classificacdo histologica de forma que as diferencas encontradas neste estudo
possam ser melhoradas. Para que o método de espectroscopia Raman se imponha,
definitivamente, é preciso ainda aperfeicoamento da técnica e um maior banco de
amostras, adicionando ainda os carcinomas anaplasicos de baixissima incidéncia.
Com base no exposto, é possivel aumentar o indice de distingcdo correta dos tecidos
patolégicos da Tiredide e se fazer ciéncia na area de engenharia biomédica

dedicada a bidpsia Optica.
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ANEXO B — Termo de consentimento livre esclarecido

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do cancer, o Corpo Clinico
desenvolve pesquisas clinico-cientificas, as quais possibilitam conhecer melhor o0s
mecanismos da doencga, oferecendo novas possibilidades de diagnostico e tratamento. Estes
estudos sdo realizados em fragmentos de tumores removido em cirurgias. Vocé esta sendo
admitido nesta Clinica para estabelecimento de diagnéstico e tratamento de alguma forma de
tumor. Para fins de diagndstico, fator progndstico e/ou como parte de seu tratamento, ha
necessidade da remocdo do tumor para exames clinicos laboratoriais, necessarios para um
diagnostico definitivo, principalmente o diagnostico histopatoldgico. O restante do tumor que
é retirado, ndo é utilizado, sendo descartado, conforme Legislacdo Sanitaria regulamentada
sobre 0 assunto.

Um fragmento do tumor serd encaminhado para um projeto de pesquisa, previamente
submetido & apreciacio da Comissdo de Etica em Pesquisa da Clinica de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco Sdo Paulo, através da utilizacdo da Espectroscopia Raman para estudos de materiais
bioldgicos, com énfase em tecidos com cancer de tiredide, a qual fornece informacGes
bioquimicas detalhadas, diferenciando tecidos benignos de tecidos malignos, atraves de
alteracdes microscépicas detectadas por espectroscopia Optica. O fragmento do tumor sera
identificado no laboratério por um cddigo formado por nimeros e letras e, portanto, sua
publicacdo cientifica sera feita de modo a manter o anonimato do paciente.

Concordamos com o uso do material para fins acima descritos, é necessario esclarece-
lo(a) que ndo existem quaisquer beneficios ou direitos financeiros a receber sobre eventuais
resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar materiais para pesquisa,
sua decisdo ndo influenciard, de modo algum, no seu tratamento.

Duvidas ou questdes sobre o Termo de Consentimento poderédo ser esclarecidos pelo
seu médico.

Vocé recebera uma copia deste documento e o original sera arquivado em seu
prontuério.

Somente assine este termo, se consentir.
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Thyroid tissue analysis through Raman spectroscopy
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The diagnosis of thyroid pathologies is usually made by cytologic analysis of the fine needle
aspiration (FNA) material. However, this procedure has a low sensitivity at times, presenting a
variation of 2% to 37%. The application of optical spectroscopy in the characterisation of
alterations could result in the development of a minimally invasive and non-destructive method for
the diagnosis of thyroid diseases. Thus, the objective of this work was to study the biochemical
alterations of tissues and hormones (T3 and T4) of the thyroid gland by means of molecular
vibrations of the FT-Raman spectra. Through the discriminative linear analysis of the Raman
spectra of the tissue, it was possible to establish (in percentages) the correct classification index
among the groups: goitre adjacent tissue, goitre nodular region, follicular adenoma, follicular
carcinoma and papillary carcinoma. As a result of the comparison between the groups goitre
adjacent tissue versus goitre nodular region, an index of 58.3% of correct classification was
obtained; this percentage was considered low, and it was not possible to distinguish the Raman
spectra of these groups. Between goitre (nodular region and around) versus papillary carcinoma,
the index of correct classification was 64.9%, which was considered good. A relevant result was
obtained in the analysis of the benign tissues (goitre and follicular adenoma) versus malignant
tissues (papillary and follicular carcinomas), for which the index was 72.5% and considered good.
It was also possible, by means of visual observation, to find similar vibrational modes in the
hormones and pathologic tissues. In conclusion, it was possible to identify some biochemical
alterations, represented by the FT-Raman spectra, that could possibly be used to classify histologic
groups of the thyroid. However, more studies are necessary due to the difficulty in setting a

standard for pathologic groups.

Introduction

3

S

The thyroid is considered the most important organ of endocrine
function in the body. Its hormone secretions play an important
role in the normal growth and development, as well as contribute
to the homeostasis, which controls heat and energy production.
Any alteration in the synthesis and secretion of the thyroidal
hormones can result in growth retardation, vascular diseases, lung
and kidney dysfunctions, chronic constipation, neuromuscular
alterations, central neural system related symptoms, and anaemia,
among other related pathologies.! Apart from the complex
hormonal action that is reflected in a secondary form in many
organs of the body, the gland itself can be injured; for example,
neoplasias, which have been considered more important, can
damage the gland and are more difficult to diagnose.

The thyroid is one of the most reactive organs of the body and, of
all the endocrine glands, is the one that contains the most
important hormones. The thyroid responds to many stimuli and is
in a constant state of adaptation. During puberty, pregnancy and
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psychological stress of any description, the gland increases its
size and becomes more active. This functional instability reflects
on the hyperplasia of the thyroidal epithelium. At that moment,
60 the thyroglobulin is re-absorbed, and the follicle cells become
higher and columnar, sometimes forming small crooked buttons
or papilla. When the stress disappears the involution of the gland
occurs; that is, the height of the epithelium decreases, colloid
accumulates and the follicle cells regain their normal shape and
65 Size. Alterations in this equilibrium between hyperplasia and
involution could cause changes, accentuated or not, in the normal
histologic standard.?
The occurrence rate of the thyroidal palpable nodule, in general,
is between 4% and 7%; however, with the advent of the
70 ultrasonography, the occurrence increases to 30%, proving the
high mitogenic capacity of the tissue. The nodules are mostly
benign injures, either toxic or nontoxic, such as the colloid goitre
or follicular adenomas, and only a small amount corresponds to
cancer. The thyroidal carcinomas have their origin in two types of
75 cells: medullary carcinoma, originating from the parafollicular
cells; and the neoplasias of the follicular epithelium, with around
1% corresponding to anaplastic carcinoma, the most deadly
thyroidal follicular carcinoma. The Hurtle adenomas and
carcinomas, also of follicular origin, represent the most common
s form of endocrine neoplasia.®
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Fig. 1 A: Nodular goitre. The gland shows rough nodules and contains fibrous areas and cystic alterations. B: thyroid papillary carcinoma. It contains
well-formed papillas covered in cells for which the nuclei appear to be holloyy, called nuclei in “orphan Annie eye”. C: follicular carcinoma. The tumar

has a pale beige colour and contains small haemorrhage focuses.

20 The diagnosis of thyroid pathologies usually occurs in the
following order: anamnesis, ultrasonography and laboratory
exams. Recently, a fine needle aspiration (FNA) could be
required, where the cells collected are cytologically analyzed.
From the FNA, if the suspected malignancy is confirmed, a
surgical procedure (partial or total thyroidectomy) is advised so
that, after the material is sent for histologic analysis (anatomical
pathologic analysis), the medical diagnostic can be concluded.
The FNA is currently the most accepted procedure for diagnosing
thyroid injuries, as it is a very useful and cost-effective tool.
However, the sensitivity of this procedure for the thyroid is at
times poor, with a high rate of false-negative results, and the
variation ranges from 7% to 37%.* The differentiation of
hyperplastic nodule (goitre), follicular adenoma or follicular
carcinoma is difficult. The accuracy of the method is doubtful in
these cases, and other alternatives and further methods are
necessary to make the diagnosis more precise for such obscure
injuries to the cytopathologic diagnosis.* False-negative results
occur due to an ordinary mistake in sampling, which may occur
in small tumours and samples associated with inflammations and
degenerative changes next to the thyroidal parenchyma. In
addition, some groups of injuries are difficult to interpret as being
malignant or benign, and thus, the follicular injuries of colloid
goitre are difficult to determine. The cytopathologic diagnoses of
follicular adenoma and follicular carcinoma are complicated due
to the fact that they depend on the histologic access to the
capsular and vascular invasion perception. It is, therefore, vital to
find new ways to detect the biochemical and cellular changes, in
order to perfect the diagnosis and prognosis of thyroidal diseases.
This is especially essential where the cytological diagnosis fails
because the tumour cells were not extracted with FNA, and the
cancer remains undiagnosed.’

It is important to note that at times the incorrect diagnosis leads
the patient to surgery without appropriate urgency and indication.
Because of its complex function, the thyroid has infinite
controversies since the diagnosis until the medical opinion, not
only regarding the cytologic and histologic analyses, but also
regarding the clinical conduct (hormone regulation) and surgical
procedure (partial or total thyroidectomy). As for the histologic
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difficulty, the fact is justified by the interpretative similarity of
the tissue and its pathologies. According to Hedinger, Williams
and Sobin (1998)6, there are variations among the thyroidal
diseases, and the pleomorphism of the follicular cells can be
contradictory when indicating malignancy. These cells are
characterised by nuclear alterations in shape and size that become
hyperchromatic. This can occur in hyperplasias, chronic
thyroiditis, and in glands that might have been exposed to
external radiation or radiotherapy.®

Considering the variations of the thyroid diseases and the
difficulty of the morphologic diagnosis, the necessity of further
techniques to distinguish benign and malignant characteristics of
the thyroid lesion is evident. It is known that these diseases, with
no exception, are caused by biochemical changes in the cells
and/or tissues. Thus, the current challenge of modern medicine is
to find an analytic technique that investigates these alterations
through minimally invasive and non-destructive methods. Few
analytic methods fulfil these requirements and are sensitive
enough to reveal details of the biochemical composition and
structure .’

Among the new techniques recently presented, optical biopsy by
Raman spectroscopy is one of the most promising ones, due to
the biochemical alterations that can be detected by the optical
spectroscopy through the disease’s characteristic spectral signs.
This study was intended to reduce the disadvantages of the
conventional biopsy and aimed to analyse the biochemical
alterations in thyroidal tissues through Raman spectroscopy. In
addition, an analysis of the synthetic thyroid hormones (T3 and
T4) was performed, with the purpose of characterizing them in
the spectra of tissues with pathologic alterations. Different
aspects could be detected by the Raman spectroscopy method that
can contribute and complement the clinic diagnosis of thyroidal
pathologies.

Materials and methods

The experimental procedure was submitted to analysis and
accepted by the Research Ethics Committee under protocol

us humber H281/CEP/2007. All patients agreed to provide thyroid

fragments for this research under Post-Informed Consent.



2

=3

o

After the surgical procedure (thyroidectomy), 27 fragments of the
thyroid were collected from 18 patients, comprising the following
histologic groups: goitre adjacent tissue, goitre nodular tissue,
follicular adenoma, follicular carcinoma and papillary carcinoma.
The removed samples were conserved in Nalgene® cryogenic
tubes in liquid nitrogen (-196°C) until the spectroscopic analysis.
For the FT-Raman experiment, the samples were thawed in
physiologic saline (0.9%) at room temperature and then cut in
fragments with scalpel blade number 15. The samples were
positioned in the centre of an aluminium sample holder for the
spectral acquisition. The equipment utilised was a FT-Raman
spectrometer (Bruker RFS 100/S; Bruker Optics GmbH, Ettligen,
Germany), with an Nd-YAG excitation laser centred at 1064 nm,
with an intensity of 300mW. For the experiment, 600 scans were
performed, with spectral resolution of 4 cm™.

@
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of the hormones were related (Table 14), when comparing the
spectral data of the pathologic tissues.

Results and Discussion

For the analysis and differentiation of the pathologies, it was
necessary to conjugate the spectra in different forms. Figure 2
represents the median between the goitre adjacent tissue
spectrum, named goitre adj and shown in black, and the goitre
nodular region spectrum (goitre) shown in grey. The data were
disposed in this way because the samples of the tissue adjacent to
the injury belong to the control group of this study; however, all
of the samples that are theoretically normal would receive a
histologic report of adenomatous goitre. As the doubt between
normal thyroid and adenomatous goitre regarding histology and

Three spectra of each fragment were collected, for 80 spectra cytology is real and the articles about the real differentiation of
total; these were classified as follows: 33 for goitre adjacent ¢ both are scarce, this study also must verify the difference between
tissue, 27 for goitre nodular region, 3 for follicular adenoma and both tissues in the FT-Raman spectroscopy.

14 for papillary carcinoma, as shown in Table 1.

Table 1 Relation between final histopathologic report, number of samples E I
and spectra acquired per sample. E ‘
Sample Type Samples Spectra o] |
Goitre adjacent tissue 11 33 = | | /
Goitre nodular region 09 27 5 /\/v\ ‘
42' / i
Follicular Adenoma 01 03 g | LEWaY) \\/
£ )\ J\ | o
Papillary Carcinoma 05 14 i WA w \/ )
Follicular Carcinoma 01 03 i
Total 27 80 T

— 77— T
480 600 720 840 96Q 1080_1200 1320 1440 1560 1680 1800
80 ﬁaman S%lf% (cm Z)

All the spectra were pre-processed automatically using a routine
constructed in the software Matlab 6.1. (Vanderbilt University,
Tennessee, USA). The procedure included in this routine
involved the calculation of the mobile median and the use of the
fifth degree polynomial to subtract the base line, followed by 8
vector normalization. The post-statistical analysis was performed
using the software Minitab.

2
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Fig. 2 Median between the spectra of the goitre adjacent tissue, black line,
and the nodular region goitre, grey line.

In Table 2, the relevant vibrational modes are described for
the differentiation of the adjacent tissue to the injury and
nodular goitre region. The first column represent the peaks or
After the experiments, the samples were stocked in 10% the regions that were the most differentiated between the
formaldehyde and submitted to the standard procedure of spectra, and the second column shows the vibrational modes
lamination HE. In order to confirm the diagnosis, the samples @ based on the study performed by Movasaghi, Rehman and
were then sent to two pathologists for cytopathologic evaluation, ~ Rehman (2007) * with the probable vibrational modes in
according to the Brazilian Society of Clinical Pathology thyroid ~ biologic tissue. Lastly, in the third column, the tissue of most
neoplasia diagnosis criteria. intensity can be observed.

The hormones T3 (Liothyronine sodium) and T4 (Levothyroxine
sodium) were obtained commercially from the supplier Pharma
Nostra. The synthetic T3 and T4 hormones in powder form were
placed in the 2mm?® gap of an aluminium sample holder. Two
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95 Table 2 Vibrational modes in the differentiation of the injury adjacent
tissue and goitre nodular region.*

40 PEAK ASSIGNMENT PATHOLOGY
spectra were collected, one for each hormone, in the 400 to 573cm® | Tryptophan/cytosine, guanine | Goitre adjacent tissue
3020 cm™ FT-Raman band. The parameters used for each of the 600 cm* Nucleotide conformation Goitre adjacent tissue
spectra were as follows: 100 mW intensity of the excitation laser 678 cm™ [ Ring breathing modes inthe | Goitre adjacent tissue

K . DNA bases
(Nd:YAG), 200 scans, laser beam width of 7 mm, and spectral G (ring breathing modes in

resolution of 1 cm™. The pre-processing of the spectra was also the DNA bases)/ C-2’-endo-
performed with the Matlab 6.1 routine. For the FT-Raman band | anti

4

o

at 400 to 1800 cm™, the baseline was corrected using a second- 720 Cm'i _ DNA ' Goitre nodular region

degree polynomial, and for band Il at 2800 to 3020 cm™, a first- 780 cm’ Uracil-based réng breathing | Goitre nodular region
. ; mode

degree polynomial was used. It was then possible to construct a 856 cm™ Amino acid side chain Goitre nodular region

s0 chart where the relevant vibrational modes in the differentiation vibrations of proline &




hydroxyproline, as well as a
(C-C) vibration of the
collagen backbone
Hydroxyproline (collagen
type 1)

879 cm™

Hydroxyproline, tryptophan

Goitre nodular region

937 cm™

Proline, hydroxyproline, v(C-
C) skeletal of collagen
backbone

Goitre nodular region

960 cm'™

Symmetric stretching
vibration of v; PO%,
(phosphate of HA)
Calcium-phosphate stretch
band (high quantities of
cholesterol)
Quinoid ring in-plane
deformation

Goitre nodular region

1000 cm™

Phenylalanine
Bound & free NADH

Goitre adjacent tissue

1087- 90
cm?

C-C stretch
PO?*
Symmetric phosphate
stretching vibrations

Goitre adjacent tissue

1123 cm?

(C-N), proteins (protein
assignment)
C-C stretching mode of lipids
& protein, C-N stretch
Glucose

Goitre adjacent tissue

1208 cm™

v(C-CgHs), tryptophan,
phenylalanine (protein
assignment)
tryptophan
AT (ring breathing modes of
the DNA/RNA bases)-amide
111 (protein)

Goitre nodular region

1246 cm’?

Amide |11 (of collagen)

Goitre nodular region

1268/9
cm?

Amide 111 (collagen
assignment)

Goitre nodular region

1319 cm?

Guanine (B,Z-marker)
CHj3; CH, twisting (collagen
assignment)

Goitre nodular region

1337/9
cm?

Tryptophan
CH, /CH; wagging, twisting
and/or bending mode of
collagens & lipids
CH, /CH; wagging &
twisting mode in collagen,
nucleic acid & tryptophan

Goitre nodular region

1401 cm

Bending modes of methyl
groups (one of vibrational
modes of collagen)

Goitre nodular region

1448 cm?

CH; CHj3 deformation
CH, deformation
CH,
Collagen

Goitre nodular region
Goitre adjacent tissue

1552 cm?

Tryptophan
v(C=C), tryptophan (protein
assignment)

Goitre adjacent tissue

1585 cm*

C=C bending mode of
phenylalanine
C=C olefinic stretch
C=C olefinic stretch (protein
assignment)

Goitre adjacent tissue

1603 cm*

C=C in plane mode of
phenylalanine & tyrosine
Ring C-C stretch of phenyl
@)

Goitre adjacent tissue

1618 cm™

v(C=C), tryptophan (protein
assignment)
v(C=C), porphyrin
tryptophan

Goitre adjacent tissue

Bound & free NADH
Amide | (of collagen)
Amide |
Amide | (collagen
assignment)
Amide | (disordered
structure-solvated)
L(C=0)

1665 cm™
Goitre nodular region
Goitre adjacent tissue

Important results were obtained by the statistical analysis by
fundamentally using the analysis of the main components of the
spectra, associated with the cluster analysis and linear
s discriminative analysis. The values for each component are
expressed in Table 3.

Table 3 Eigenvalue PCA of Goitre adj vs. Goitre

Goitre adj vs.

Goitre Eigenvalue Variability Accumulated
PC1 56.8 94.8%

PC2 13 2.1% 96.9%
PC3 0.381 0.6% 97.5%
pPC4 0.321 0.5% 98.0%

10 In Table 4, the number of spectra per cluster (and the sample
percentage per cluster) are shown when PC1 and PC2 were
submitted to the cluster analysis. The classification performed
by clusters is justified by the fact that there are two groups of
injuries in the analysis, and in this way, it is possible to verify

15 if the groups are similar or distinct. The spectral-spread can
be visualised in the dendogram in figure 3.

Table 4 Number of spectra per Cluster and the Distance (Linear
Discriminant Analysis) in the goitre adj. versus goitre comparison.
20

Goitre adj vs. Goitre Quantity Distance
Cluster 1 51 (85%)
0.332
Cluster 2 9 (15%)
Dendogram goitre adj X Goitre
38,30
25 Similarity = T0%
.E' 7,52
E
=
'o'a Cluster 2 =9 ezpectra
30 TETT A
Cluzter 1 = 51 ezpectra

s D R H L ELEELLEEE

Fig. 3 Dendogram figure with cluster analysis of the adjacent tissue and
goitre nodular region.

40 Continuing with the use of the component scores, another way to
verify the similarity or distinction of the groups can be done by
the Discriminant Analysis (Figs. 4 and 5).
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Fig. 4 Chart of the dispersion of groups in the original classification for
the adjacent tissue and goitre nodular region.
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Fig. 5 Chart of the discriminant analysis for the adjacent tissue and goitre
nodular region.

According to Layfield Wax and Jones (2003) 8, there are studies
and criteria that attempt to separate the follicular neoplasms of
the hyperplastic nodules and colloid goitre, but the criteria to
differentiate hyperplasias and nodular goitre from the normal
thyroidal tissue are seldom discussed in the literature. Colloidal
goitre is diagnosed when there is abundant colloid but significant
injuries do not exist. Similarly, hyperplastic nodules or
adenomatous nodules are diagnosed by small amounts of colloid
and a lack of superior degrees of injuries.®

In accordance with the obtained results, there are some
biochemical alterations between the two kinds of tissue, injury
adjacent area and adenomatous goitre central area. These
alterations were observed through the difference between the
vibrational modes that compose the spectra (Table 2); however,
according to the statistical analysis, these spectral modifications
are not significant enough to represent a relevant separation
between them.

By the Cluster analysis, represented in the dendogram in Figure
3, 85% of the spectra belong to Cluster 1 and 15% to Cluster 2,
representing a 70% similarity rate among all spectra. By the
discriminant analysis (Figure 5 and Table 5), the general
percentage of classification among the spectra was 58.3%, which
was a low classification percentage.
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Table 5 Classification percentage of the discriminant function in goitre
adj. vs. goitre.

Correct Classification

goitre adj 33%
Goitre 88.9%
Geral 58.3%

The data described justify the statement of Layfield, Wax and
Jones (2003) & that adenomatous goitre is a hyperplasia, with no
considerable cellular alterations; this also justifies the similarity
between normal thyroid and adenomatous goitre, or adjacent and
central tissues of a goitre injury. Alcantra-Jones et al. (2006)°
developed an observational study to verify the cytologic standard
of the normal thyroidal tissue obtained through aspiration and
nonaspiration punctures in corpses, in which an anatomic
dissection of the thyroid was proceeded and the cytoaspiration
performed in 38 cases. Two pathologists, not knowing the
correspondence between cytology and histology, in a double-
blind study, analysed the smears and histologic cuts. The normal
thyroid was given a cytologic diagnosis of adenomatous goitre in
70.4% of cases for one observer and 92.6% for the other. It can
be concluded that the cytologic aspect of the normal thyroid in
corpses was similar to the adenomatous goitre.® This study
reflects very well the doubt related to the cytology and
histopathology of the thyroid, where not even the normal tissue
can be differentiated from the pathologic tissue, making it very
difficult to merge. In addition, this justifies the fact that
head/neck doctors defend the total thyroidectomy, considering
that the partial thyroidectomy is a risky method.

In this study, it was also concluded that there is similarity
between the normal thyroid and the adenomatous goitre, as the
samples also received a histologic report of adenomatous goitre
and the spectra did not separate them in a relevant manner. As a
result, uniting the 11 samples of injury adjacent tissue and the 9
samples of goitre nodular area, we formed a group of 20 samples
of adenomatous goitre.

Another difficulty for the histology is to differentiate the
“follicular standard”; that is, it is difficult to note the difference
between adenomatous goitre, follicular adenoma and follicular
carcinoma. In Figure 6, the black line represents the median of
the adenomatous goitre spectra, the grey line represents the
median of the follicular adenoma spectra and the dark grey line
represents the median of follicular carcinoma spectra.

T Goitre

1 |——FoL

Intensity (arb. units)

4;30 660 7%0 BA;O Q%Qarﬁglﬁosﬁﬁle?cﬁ%l?)o 14‘40 15‘60 16I80 1800
Fig. 6 Median of the adenomatous goitre spectra (black line), follicular

adenoma (grey line) and follicular carcinoma (dark grey line).



Table 6 presents the differences between the vibrational modes
of these pathologies. Due to the low number of samples, justified
by the low occurrence of follicular carcinoma, the statistical
analysis of this conjugation was not performed. However, it is
s important to point out the spectral difference and biochemical
modifications present in the spectra of the tissues analysed in this

893/5/6 cm’
1

Phosphodiester, deoxyribose

Follicular adenoma

study.

Table 6 Relevant vibrational modes in the differing of adenomatous

10 goitre in comparison to follicular adenoma and follicular carcinoma.*

PEAK ‘ ASSIGNMENT PATHOLOGY
509 cm* S-S disulfide stretching band of | Follicular carcinoma
collagen Follicular adenoma
v(S-S) gauche-gauche-gauche | Goitre nodular region
(amino acid cysteine)
524 cm? S-S disulfide stretching in Follicular adenoma
proteins Follicular carcinoma
Phosphatidylserine Goitre nodular region
v(S-S) gauche-gauche-gauche
(amino acid cysteine)
540 cm v(S-S) gauche-gauche-gauche | Follicular adenoma
(amino acid cysteine) Follicular carcinoma
Goitre nodular region
555 cm™ v(S-S) Follicular carcinoma
Follicular adenoma
Goitre nodular region
573 cm™ Tryptophan/cytosine, guanine Follicular adenoma
600 cm* Nucleotide conformation Follicular adenoma
Follicular carcinoma
Goitre nodular region
618 cm? C-C twisting (protein) Goitre nodular region
Follicular adenoma
Follicular carcinoma
643 cm? C-C twisting mode of tyrosine Follicular carcinoma
Follicular adenoma
Goitre nodular region
666 cm* G, T (ring breathing modes in Follicular carcinoma
the DNA bases)- tyrosine-G Follicular adenoma
backbone in RNA
678 cm™ Ring breathing modes in the Follicular carcinoma
DNA bases
G (ring breathing modes in the
DNA bases)/ C-2’-endo-anti
690 cm Ring breathing modes in the Follicular adenoma
DNA bases
700 cm™ v(S-S) trans (amino acid Follicular carcinoma
methionine)
735 cm? C-S stretch (one of three Follicular adenoma
thiocynate peaks, with 2095 &
445 cm™)
780 cm Uracil-based ring breathing Follicular carcinoma
mode Goitre nodular region
Follicular adenoma
811 cm™* O-P-O stretching RNA Follicular adenoma
Goitre nodular region
820 cm? Protein band Follicular carcinoma
Structural protein modes of Follicular adenoma
tumours Goitre nodular region
Proteins, including collagen |
831 cm™ Asymmetric O-P-O stretching, Follicular carcinoma
tyrosine Follicular adenoma
856 cm™ Amino acid side chain Follicular adenoma
vibrations of proline & Goitre nodular region
hydroxyproline, as well asa (C- | Follicular carcinoma
C) vibration of the collagen
backbone
Hydroxyproline (collagen type
D

915 cm* Ribose vibration, one of the Follicular carcinoma
distinct RNA modes (with 915
and 974 cm™)
937 cm* Proline, hydroxyproline, v(C- | Follicular adenoma
C) skeletal of collagen Goitre nodular region
backbone Follicular carcinoma
960 cm* Symmetric stretching vibration Follicular adenoma
of v, PO%, Follicular carcinoma
(phosphate of HA) Goitre nodular region
Calcium-phosphate stretch band
(high quantities of cholesterol)
Quinoid ring in-plane
deformation
974 cm? Ribose vibration, one of the Follicular carcinoma
distinct RNA modes (with 915
and 974 cm™)
980 cm™ C-C stretching B- sheet Follicular carcinoma
(proteins)
=CH bending (lipids)
1000 cm™* Phenylalanine Goitre nodular region
Bound & free NADH Follicular adenoma
Follicular carcinoma
1048 cm™ Glycogen Follicular carcinoma
1064 cm™ Skeletal C-C stretch of lipids Follicular carcinoma
Acyl chains Follicular adenoma
v(C-C) trans
1078 cm’* v(C-C) or v(C-0), Follicular carcinoma
phospholipids Follicular adenoma
Pronounced symmetric
phosphate stretch
Phospholipids
C-C or C-O stretch mode of
phospholipids
Carbohydrate peak for solids
C-C or C-O stretch (lipid),C-C
or PO,
1095 cm* Lipid Follicular carcinoma
C-N Follicular adenoma
Phosphodioxy group (PO* in
nucleic acids)
1173 cm™ Cytosine, guanine Follicular adenoma
Goitre nodular region
1200 cm* Nucleic acids and phosphates Follicular adenoma
Aromatic C-O and C-N
1208 cm™* L(C-C¢Hs), tryptophan, Goitre nodular region
phenylalanine (protein Follicular adenoma
assignment) Follicular carcinoma
tryptophan
AT (ring breathing modes of
the DNA/RNA bases)-amide 111
(protein)
1224 cm™ Amide 111 B- sheet structure Follicular carcinoma
1258 cm™ Amide Il1, adenine, cytosine Follicular carcinoma
Goitre nodular region
1290 cm™ Cytosine Follicular carcinoma
1319 cm? Guanine (B,Z-marker) Follicular carcinoma
CH3 CH, twisting (collagen Goitre nodular region
assignment)
1330 cm™ Typical phospholipids Follicular adenoma
Region associated with DNA &
phospholipids
Collagen
Nucleic acids phosphates
1337/9 cm? Tryptophan Follicular carcinoma

CH, /CH; wagging, twisting
and/or bending mode of
collagens & lipids
CH, /CH; wagging & twisting

Goitre nodular region
Follicular adenoma




mode in collagen, nucleic acid
& tryptophan
1386 cm™ CHj3 band Follicular adenoma
Follicular carcinoma
35
1448 cm? CH; CHj3 deformation Goitre nodular region g
CH, deformation Adenoma Follicular g
CH, Follicular carcinoma >
Collagen 2
1485 cm™ G, A (ring breathing modes in Follicular carcinoma w0 £
the DNA bases) 1
Nucleotide acid purine bases
T (guanlne.and.adenlne) T < 48‘0 6(;0 72‘0 SA;O 9(;0 10‘80 1_2‘00 13!;0 14‘40 15‘60 16‘50 1800
1525 cm In-plane vibrations of the Follicular carcinoma Raman Shift (cm ™)
conjugated —C=C- i i 45 Fig. 7 Median of the adenomatous goitre spectra (black line), papillary
1585 cm™ C=C bending mode of Goitre nodular region carcinoma (grey line) and follicular carcinoma (dark grey line).
phenylalanine Follicular adenoma
C=C olefinic stretch Table 7 Relevant vibrational modes of the adenomatous goitre in
C=C olefinic stretch (protein comparison to the papillary carcinoma and follicular carcinoma. *°
assignment) ©
1665 cm™ Amide | (o_f collagen) Foll?cular carcinoma PEAK ASSIGNMENT PATHOLOGY
oy o omide | Follicular adenoma Follcular carcinoma
Aml.de | (cc_;llagen assignment) | Goitre nodular region of collagen Papillary carcinoma
Amide | (dslf)?\;gferg;j structure- v(S-S) gauche-gauche-gauche | Goitre nodular region
04(C=0) . (am_ino gcid cystei_ne). _ _
T - - 524 cm S-S disulfide stretching in Papillary carcinoma
12 Ester group Eg:::gﬁ:g: gg;ﬂgﬁga proteins Follicular carcinoma
1747 cm™ CH; bending mode of proteins Follicular adenoma u(S-S)Pgzzirr:it-lgglljsci:?gauche Goitre nodular region
& Ilp_lds ) Follicular carcinoma (amino acid cysteine)
CH; def\?irkgrr]:ttilgrr:)(proteln 540 cm* v(S-S) gauche-gauche-gauche | Papillary carcinoma
5 as (CHs) 8(CHs) of proteins (amino acld eystene) | Citee modtar region
=) - -
According to Table 6, it can be noted that some peaks appear in >5em 0(55) Eggi'ﬁzﬁf‘,rcﬁrc‘i'n'},ﬂa
all three spectra, that is, the chemical conjugations are present in Goitre nodular region
all three tissue types, although with different intensities among 600 cm™ Nucleotide conformation Follicular carcinoma
s them. These regions could be similar to those considered g%pillrlea%gi:glrnrzg]iin
characteristic of the normal thyroidal tissue. However, there are 618 o™ C-C twisting (protein) Goitre nodular region
also characteristic peaks for only one or two types of injuries, Papillary carcinoma
those being the modes of more relevance to differentiate the Follicular carcinoma
pathologies for they are exclusive and representative peaks of 643 cm™ C-C twisting mode of tyrosine | Follicular carcinoma
o tissue alteration. S EZ?E:La;}égj;g:r;Z;zn
The adenomatous goitre is the most similar injury to the normal 666 cm™ G, T (ring breathing modes in | _Follicular carcinoma
tissue, and in the spectra, all of its main peaks are associated with the DNA bases)- tyrosine-G Papillary carcinoma
the injury. The follicular adenoma, on the other hand, has isolated backbone in RNA
peaks at 573 cm?, 690 cm™, 735 cm™, 893 cm™ and 1330 cm™?, 700 cm* v(S-5) trans (amino acid Papillary carcinoma
15 for example. The characteristic peaks for follicular carcinoma are 735 o™ S stgfgﬂ'?;:g?f e Ezgilﬁzr/rc?;;longa
at 678 cm™, 700 cm™, 915 cm™, 974 cm™, 980 cm™, 1224 cm™, thiocynate peaks, with 2095 &
1290 cm™®, 1485 cm™ and 1525 cm™. 445 cm'™)
Another important point for medicine and histology would be 780 cm* Uracil-based ring breathing Follicular carcinoma
the greater understanding of malignant and benign injuries, mode Papillary carcinoma
20 since many times the histologic report relates malignancy 820 om® Protein band S;'lti::eu?;d:;;;i)%c;n
suspicion, ~causing an inconclusive diagnostic. ~The Structural protein modes of Papillary carcinoma
consistency of the report is essential for the medical conduct tumours Goitre nodular region
and prognostic of the disease. According to the point exposed, Proteins, including collagen |
the data were conjugated to analyse the adenomatous goitre, 831 cm” Asymme"if ?"3.;10 stretching, | Follicular carcinoma
25 papillary carcinoma and follicular carcinoma (Fig. 7 and 856 om™® Amino ;lci%s'sige chain Papillary carcinoma
Table 7). vibrations of proline & Goitre nodular region
hydroxyproline, as well as a Follicular carcinoma
(C-C) vibration of the collagen
backbone
Hydroxyproline (collagen type
30 |
915 cm™* Ribose vibrati)on, one of the Follicular carcinoma




distinct RNA modes (with 915 CH, Follicular carcinoma
and 974 cm™) Collagen
937 cm™ Proline, hydroxyproline, v(C- Papillary carcinoma 1485 cm™ G, A (ring breathing modes in Follicular carcinoma
C) skeletal of collagen Goitre nodular region the DNA bases)
backbone Follicular carcinoma Nucleotide acid purine bases
960 cm* Symmetric stretching vibration | Follicular carcinoma (guanine and adenine)
of v, PO%, Papillary carcinoma 1525 cm™* In-plane vibrations of the Follicular carcinoma
(phosphate of HA) Goitre nodular region conjugated —C=C-
Calcium-phosphate stretch 1585 cm* C=C bending mode of Goitre nodular region
band (high quantities of phenylalanine Papillary carcinoma
cholesterol) C=C olefinic stretch
Quinoid ring in-plane C=C olefinic stretch (protein
deformation assignment)
974 cm™ Ribose vibration, one of the Follicular carcinoma 1665 cm™ Amide | (of collagen) Follicular carcinoma
distinct RNA modes (with 915 Amide | Papillary carcinoma
and 974 cm™) Amide | (collagen assignment) | Goitre nodular region
980 cm™ C-C stretching - sheet Follicular carcinoma Amide | (disordered structure-
(proteins) solvated)
=CH bending (lipids) vy(C=0)
1000 cm’* Phenylalanine Goitre nodular region 1729 cm™ Ester group Follicular carcinoma
Bound & free NADH Papillary carcinoma
= Follicular carcinoma Proceeding with the analysis to separate the benign and malignant
1048 cm Glycogen Follicular carcinoma injuries, the multivariate statistical methods were used for the
A Skeletal C'CIStLet.Ch of lipids FO”,'ﬁ“'” carcinoma differentiation. In the first analysis, samples of adenomatous
:(«c::y C‘; t?:]r?s Papillary carcinoma s goitre and papillary carcinoma (PAP) were studied due to the
T - - higher amount of samples present in each group. Lastly, an
1078 cm v(C-C) or v(C-0), Follicular carcinoma . ) .
phospholipids ana!y3|s of all the samples was p_erformed. aden_omatous gonre,
Pronounced symmetric follicular adenoma, follicular carcinoma and papillary carcinoma
phosphate stretch (benign group vs. malignant group).
Phospholipids 10
C-C or C-O stretch mode of Table 8 Eigenvalue of the PCA of Goitre vs. PAP.
Carbohsgfzizh;;;ﬂcfjcs)r solids Goitre vs. PAP Eigenvalue Variability Accumulated
C-C or C-O stretch (lipid),C-C PC1 69.9 94.6%
_ or PO, ' . PC2 15 2.1% 96.7%
1095 cm I_c;pll\ld Follicular carcinoma PC3 0.604 0.8% 97.5%
Phosphodioxy group (PO% in PC4 0.396 0.5% 98.0%
nucleic acids)
T - : - -
1173 em Cytosine, guanine S;F:Hfa?;g;:iirnrg%':n Table 9 Eigenvalue of the PCA of Benign vs. Malignant.
1208 cm™* v(C-CeHs), tryptophan, Papillary carcinoma Benign vs Eigenvalue Variability ~ Acumulated
phenylalanine (protein Goitre nodular region Malign
assignment) Follicular carcinoma PC1 75,1 93,9%
tryptophan PC2 2,2 2,7% 96,6%
AT (ring breathing modes of
the DNA/RNA bases)-amide PC3 0,636 0,8% 97,4%
111 (protein) PC4 0,414 0,5% 97,9%
1224 cm™* Amide 111 B- sheet structure Follicular carcinoma
T - - - - -
1258 cm Amide [11, adenine, cytosine Egéli'ﬁglf,rcgici:%o&a 15 Tables 10 and 11 demonstrate the number of spectra per cluster,
Goitre nodular region which can also be observed in the dendogram in Figs. 8 and 9.
1290 cm™ Cytosine Follicular carcinoma
1319 cm? Guanine (B,Z-marker) Follicular carcinoma Table 10 Quantity of spectra per cluster and its distance in Goitre vs.
CHj3 CH, twisting (collagen Goitre nodular region PAP.
assignment) Papillary carcinoma Goitre vs. PAP Quantity Distance
1337/9 cm? Tryptophan Follicular carcinoma :
CH, /CH; wagging, twisting | Goitre nodular region Cluster 1 62 (84%) 0.281
and/or bending mode of Papillary carcinoma Cluster 2 12 (16%) '
collagens & lipids o 2
%}géé?:éo\ﬁggg:gnilzﬂsgg;g Tab_le 11 Quantity of spectra per cluster and its distance in Benign vs.
& tryptophan Malignant.
1373 cm™® T,AG (ring breathing modes | Follicular carcinoma Benign vs. Malignant Quantity Distance
of the DNA/RNA bases) Papillary carcinoma Cluster 1 65 (81%)
1401 cm™ Bending modes of methyl Papillary carcinoma Cluster 2 15 (19%) 0.262
groups (one of vibrational
modes of collagen)
1448 cm™ CH, CH3 deformation Papillary carcinoma

CH, deformation

Goitre nodular




By the analysis of the cluster using the main components
presented in Tables 8 and 9, it can be noted that the distance
between the clusters diminished as we aggregated the mode
spectral data. In Table 10, the distance was 0.281, while in

s Table 11 the result was 0.62, showing the diminishing of the
spectral spread, especially in the analysis of the malignant
versus benign injuries. A separation was reached with 73.37%
similarity (Fig.9).

Dendogram Goitre X Papillary Carcinoma

48,20 4

Similarity = 72%

15
Cluster 2 = 12 ezpectra

Similarity

Cluster 1 = 62 ezpectra
82,73 |

20

100,00 -

38838

5858555535288

Fig. 8 Dendogram with the cluster analysis of the adenomatous goitre
and papillary carcinoma.

Dendogram Bening X Malignant

25

47,48
Similarity = 73%

Cluster 2 = 15 espectra]

Cluzter 1 = 65 ezpectra

100,00 %

40 Fig. 9 Dendogram of the cluster analysis to separate the malignant and
benign injuries.

Figures 11 and 13 show the discriminative analysis. The use of
these variables creates an “index” or “discriminant function” that
a5 represents, with parsimony, the difference between the groups.
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Fig. 10 Chart of the dispersion of groups in the original classification
for the goitre and papillary carcinoma.
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Fig. 11 Graph of the discriminant analysis of the adenomatous goitre and
papillary carcinoma.
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Fig. 13 Graphic of the discriminant analysis between benign and
malignant injuries.

100 Table 12 Classification percentage of the discriminant function in goitre
vs. PAP.

Correct Classification

Goitre 70.0%
PAP 42.9%
General 64.9%
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Comparing the statistical methods, the best result was obtained by
the discriminant analysis, since when analysing the clusters and
its dendograms, the classification was not favourable. Important
data that need to be verified are the individual percentages of
each group. In the benign vs. malignant analysis, these
percentages were higher, reaching nearly 80% in the benign
injuries (Table 13).

Table 13 Classification percentage of the discriminant function in benign
vs. malignant.

Correct Classification

Benign 79.4%
Malignant 47.1%
General 72.5%

Analysing Tables 5, 12 and 13 with the correct classification
percentages for the general group, it is clear that with the
conjugation between the groups, this percentage increased. For
the groups goitre adjacent tissue versus goitre nodular region, a
result of 58.3% of correct classification was obtained; this
percentage was low, and it was not possible to discriminate the
FT-Raman spectra of these two groups. Between goitre (nodular
region and periphery) and papillary carcinoma, the correct
classification index was 64.9%, which was considered good.
However, relevant results were obtained in the analysis of the
spectra in the benign tissues (goitre and follicular adenoma)
versus malignant tissues (papillary and follicular carcinomas)
analysis, for which the percentage was 75.5%, which was
considered very good.

Continuing with the study of the thyroid gland, it was verified
that it is also important to analyse the hormones, considering that
the main function of this organ is to synthesise T3 and T4,
components that are utilised as polypeptidic extracellular reserves
in the colloid inside the follicular lumen of the thyroidal cells.
Utilising the synthetic hormones, the characteristic spectra for the
T3 and T4 were collected for comparison with the spectra of
goitre adjacent tissue, goitre nodular goitre and papillary

carcinoma.
|
g » ¢/ |
gio':jfjl,\ n J \/v V\\j \,/V
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e e

1000 1200 1600
Raman Shift (cm™)

Fig. 14 Median of the spectra of T3 and T4 hormones — the black and

dark grey spectral lines in the lower part of the graph. Median of the

spectra for the goitre adjacent tissue (black line), goitre nodular region

(grey line) and papillary carcinoma (dark grey line) in the upper part of

the graph.
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In figure 14, the bands of the hormonal compounds correlated
well to different tissues. The vibrational spectroscopy appears
from the vibration of the atoms in molecules; that is, this method
gives information on a molecular level. The spectra could bring
ss direct information related to the biochemical composition of the
constituents, allowing the study of functional groups, native
chemical ligation and molecular conformation. Certain groups of
atoms form a band that occurs at the same frequency independent
of the molecule structure, which is called the characteristic band.
s For this reason, in Table 14, the vibrational modes of the T3 and

T4 hormones and also gland tissue are shown.

Table 14 Vibrational mode of T3 and T4 hormones, as well as goitre

adjacent tissue, goitre nodular region and papillary carcinoma.

65

1011

PEAK ASSIGNMENT \ PATHOLOGY
600 cm™ Nucleotide conformation T3
Goitre adj tissue
Goitre nodular region
Papillary carcinoma
618 cm? C-C twisting (protein) T3
Goitre adj tissue
Goitre nodular region
Papillary carcinoma
722 cm™ DNA T4
B (15) T3
Papillary carcinoma
Goitre nodular region
Goitre adj tissue
782 cm?! DNA T4
NH;+wag T3
Papillary carcinoma
Goitre nodular region
Goitre adj tissue
820-30 cm™ Protein band T4
Structural protein modes of T3
tumours Goitre nodular region
Proteins, including collagen | Goitre adj tissue
o/p ring deformation Papillary carcinoma
856 cm'™ Amino acid side chain T4
vibrations of proline & Goitre nodular region
hydroxyproline, as well as a Papillary carcinoma
(C-C) vibration of the collagen | Goitre adj tissue
backbone
Hydroxyproline (collagen type
)
B2
1030 cm™ Phenylalanine of collagen T3
v(C-C) skeletal, keratin Goitre nodular region
(protein) Goitre adj tissue
8 (C-H), phenylalanine Papillary carcinoma
(protein)
a(9)
1130 cm? C-C skeletal stretch T3
transconformation Goitre adj tissue
Phospholipid structural Goitre nodular region
changes (trans versus gauche Papillary carcinoma
isomerism)
30Hi,
1180 cm™ Cytosine, Guanine T3
vCp-0 T4
Goitre adj tissue
Goitre nodular region
Papillary carcinoma
1270 cm™ Typical phospholipids T4
Amide 111 band in proteins Papillary carcinoma
Goitre nodular region
CHj twist Goitre adj tissue




1290 cm* Cytosine T3
B(6) Goitre adj tissue
Goitre nodular region
Papillary carcinoma
1560 cm™ Tryptophan T4
Goitre adj tissue
o (1);a@)-B(2);B (@) Goitre nodular region
Papillary carcinoma
1582 cm’* 8(C=C), phenylalanine T3
T4
B(2); B+ (1);p(1)-a(l) | Goitreadtissue
Goitre nodular region
Papillary carcinoma
1598 cm™ C=N and C=C stretching in T3
quinoid ring Goitre adj tissue
Goitre nodular region
B (1); B (1); B (1)+a (L) Papillary carcinoma
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The spectra in figure 14 were included to enable the analysis of
the hormone peaks with similar vibrations to those found on the
biological tissues. The ligation frequency or atomic vibrations
normally merge, forming spectra that are difficult to understand.
For that reason, the many probable modes for each region were
related as hypotheses; for example, the region of 722 cm™ for
biological tissues could be attributed to the DNA vibrational
mode or mode  (15) of hormones T3 and T4 present on colloids
or follicles. It is also important to verify the intensity of these
coincident peaks when it is known that the level of these
hormones can vary according to the pathology.

Conclusions

The heterogeneity of the thyroid gland should be noted in this
study. In the same sample, two or three injuries were analysed
together, which makes it difficult to cytopathologically and
histopathologically report on the injuries when a consolidated
difference between them cannot be found. This difficulty was
also present in the FT-Raman spectroscopy method, suggesting
the use of this technique as a complement of the diagnosis of
pathologies.

By the discriminative analysis of the spectra obtained through the
FT-Raman spectroscopy method, the goitre adjacent tissue and
goitre nodular region are considered similar, as described by the
histology, due to the low classification percentage. Uniting these
data (goitre adjacent tissue and goitre nodular region), another
group was formed, total goitre versus papillary carcinoma, and
there was a good discrimination between goitre and papillary
carcinoma. The classification index became bold and
considerable when the spectra of follicular adenoma and
follicular carcinoma were included. Therefore, benign injuries
(goitre adjacent tissue, goitre nodular region and follicular
adenoma) and malignant injuries (follicular and papillary
carcinoma) could be classified.

Regarding the difficulty in differentiating what is called the
“follicular standard”, some differences were noted in the spectral
conformation of the adenomatous goitre group compared to the
follicular adenoma and follicular carcinoma group. The
adenomatous goitre is the injury most similar to the normal
tissue, and in the spectra obtained in this study, the main peaks
were associated with another pathology. On the other hand, the

follicular adenoma presented isolated peaks at 573 cm™, 690 cm’
s 735 cm?, 893 cm™ and 1330 cm?, as well as the follicular
carcinoma, which presented characteristic peaks at 678 cm, 700
cm™, 915 cm™, 974 cm™, 980 cm™, 1224 cm™, 1290 cm™, 1485
cm™ and 1525 cm™. These data are nothing but the native ligation
nature modifications present in each injury, which brings relevant
s data to differentiate and complement the “follicular standard”
studies.
The gland tissue is in fact very complex. Any modification or
mutation that may occur, combined with the hormone synthesis,
interferes in the spectral analysis, as it generates clashing
information due to the high number of functional groups
vibrating at the same time. However, in Figure 14, it is possible
to verify the hormones’ vibrating peaks which, in the future, will
allow the dosage through the FT-Raman spectroscopy method
and at the same time study its isolated interference on the tissues.
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