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RESUMO

NOBREGA, Thaise Gomes e. Caracterizacdo molecular pela
espectroscopia raman das alteragcOes epiteliais da mucosa bucal . 2015.
57 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

A espectroscopia Raman é uma das tecnologias Opticas que tem ganho
cada vez mais destaque na oncologia. Esta tecnologia fornece a composicéo
molecular dos mais variados tipos de amostras, inclusive biofluidos, células e
tecidos. Na tentativa de avaliar sua aplicacdo em lesbes bucais, 0 objetivo
deste trabalho foi obter um perfil espectral dos disturbios epiteliais néo-
displasicos, displasicos, e do carcinoma espinocelular bucal, bem como
verificar a possibilidade diagnosticar estas alteragcbes pelos espectros.
Inicialmente, foram usados 44 amostras de mucosa bucal em blocos de
parafina, com diagnostico de hiperplasia epitelial, hiperparaceratose, displasia
epitelial e carcinoma espinocelular bucal. Da por¢cdo epitelial de cada uma
destas amostras foram obtidos 10 espectros Raman. A média dos espectros de
cada alteracdo gerou um perfil espectral correspondente a sua composi¢céo
guimica. Os resultados desta analise apresentaram picos ou bandas espectrais
referentes a moléculas usualmente encontradas nos tecidos biol6gicos:
proteinas, lipidios e DNA. Em seguida, os dados espectrais foram submetidos a
analise dos componentes principais (PCA) e analise discriminante linear (LDA),
onde foi encontrada uma eficiéncia de 86,36% no uso da Espectroscopia
Raman para o diagnoéstico de alteracdes epiteliais. A validade do método foi
comprovada pela Curva Roc resultando em 91% de sensibilidade e 96,9% de
especificidade. Em um segundo momento, com a finalidade de avaliar a
influéncia da fixacdo com formalina nas andlises espectrais, a superficie
epitelial de uma amostra de tecido bucal fresca ex vivo foi submetida a analise

pela Espectroscopia Raman e armazenada em formalina tamponada a 10% por



24h para posteriormente se obter outro espectro. A analise comparativa entre
os perfis espectrais de uma mesma amostra antes e apos a fixacéo,
demonstraram diferencas em relacdo aos picos de proteinas e DNA, que
podem modificar o perfil espectral da alteracdo analisada e, portanto, gerar
algum erro de classificacdo. De maneira geral, pelos resultados desta
pesquisa, observou-se que a Espectroscopia Raman é uma tecnologia eficiente
para identificar a composicdo molecular de amostras de tecido, seja
imediatamente ap0s a excisao cirurgica, fixacdo em formalina ou emblocadas
em parafina. Entretanto, deve-se considerar que estas a diferentes formas de

condicionamento influenciardo diretamente no resultado dos espectros.

Palavras-Chave: Analise Espectral Raman. Condi¢cdes Pré-malignas.

Carcinoma de células escamosas.



ABSTRACT

NOBREGA, Thaise Gomes e. Molecular characterization by Raman
spectroscopy of epithelial oral mucosa lesions. 2015. 57 f. Thesis
(Doctorate) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, 2015.

Raman spectroscopy (RS) is one of the optical technologies that has
garnered a great deal of interest in oncology. This technology provides the
molecular composition of various types of samples, including biofluids, cells and
tissues. In an attempt to assess its application in oral lesions, the purpose of
this study was to obtain a spectral profile of epithelial disorders non-dysplastic,
dysplastic, and oral squamous cell carcinoma, as well as checking the ability to
diagnose these changes by the spectra. Initially, 44 samples of oral mucosa
formali-fixed paraffin embebed were wused with epithelial hyperplasia,
hyperparakeratosis, epithelial dysplasia and oral squamous cell carcinoma.
From the epithelial area of each sample were obtained 10 Raman spectra. The
average of the spectra of each change generated a spectral profile
corresponding to its chemical composition. Results of this analysis showed
peaks or spectral bands related to molecules generally found in biological
tissues: proteins, lipids and DNA. Then the spectral data were submitted to
principal component analysis (PCA) and linear discriminant analysis (LDA),
which was found 86.36% efficiency in the use of Raman spectroscopy (RS) for
diagnosis of epithelial changes. The validity of the method was confirmed by
Roc curve resulting in 91% sensitivity and 96.9% specificity. In a second step, in
order to evaluate the influence of fixation with formalin in the spectral analysis,
the epithelial surface of a sample of freshly biopsied oral tissue was subjected
to analysis by RS and stored in 10% formalin for 24 hours for later obtain
another spectrum. The comparative analysis of the spectral profiles of the same
sample, before and after fixation, shows differences relative to spectral peaks of
proteins and DNA that can modify the spectral profile of the analyzed change



and thus generate some misclassification. In general, the results of this
research, it was observed that Raman spectroscopy is an efficient technology to
identify the molecular composition of tissue samples, either immediately after
surgical excision, either after fixation in formalin and embedded in paraffin.
However, it should be considered that these different means of conditioning will

influence the outcome of the spectra.

Key-words: Raman Spectrum Analysis. Precancerous conditions.
Squamous cell carcinoma.
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

1. Espectroscopia Raman

O desenvolvimento dos tumores malignos esta associado a mutacdes
gue alteram vias de sinalizacao e influenciam os processos de reparo do DNA
ou metabolismo de substancias carcinogénicas (LAMPRI et al.,, 2015). A
carcinogénese € um processo multifatorial que envolve alteracdes genéticas e
moleculares (PERES-SAYAN et al., 2009) nos tecidos, antes de se refletirem
microscopicamente e macroscopiamente. Identificar essas mudancas
bioguimicas durante os estagios iniciais possibilitaria diagndstico precoce do
cancer e melhoraria o progndstico dos pacientes por proporcionar uma
intervencao precoce (HARRIS et al., 2010; TUe CHANG, 2011). Com este
objetivo, véarias tecnologias épticas tem sido inseridas recentemente no campo
da oncologia, e dentre elas se destaca a Espectroscopia Raman (ER) (LI et al,
2011; CALS et al, 2015).

A ER pode ser utilizada como uma alternativa ou um auxiliar ao
diagnéstico, pela capacidade de fornecer informagdo molecular especifica
sobre amostras complexas como biofluidos, células e tecidos
(KELLER;KANTER; MAHADEVAN-JANSEN, 2006; CALS et al., 2013; KONG;
KENDALL; STONE; NOTINGHER, 2015). A sua utilizacdo requer o0 minimo ou
nenhum preparo prévio das amostras, pois trata-se de uma técnica néao-
destrutiva e ndo-invasiva (BAENA E LENDI, 2004; TU e CHANG, 2011; CALS
et al., 2013; CHRISTIAN et al., 2014; CALS et al., 2015). Em relacéo as demais
tecnologias Opticas, a ER tem sido escolhida devido a alta precisdo, a
ultrassensibilidade, a alta tolerancia com amostras aquosas e curto tempo de
aguisicdo das analises ou espectros (HANLON et al., 2000; LI et al, 2011;
MATTHEWS et al., 2011; CHRISTIAN et al., 2014).

O efeito Raman € resultado da interagdo de uma fonte de luz sobre a
matéria (HANLON et al., 2000; KELLER;KANTER; MAHADEVAN-JANSEN,
2006). Quando a luz incide, a energia emitida pode ser absorvida, refletida,
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atravessar a matéria ou ser espalhada (HARRIS et al., 2010; TU e CHANG,
2011). Se, durante o espalhamento, houver mudanca no estado vibracional da
molécula, ocorrerd transferéncia da energia emitida, seja ela proveniente da
fonte de luz ou da matéria (KELLER;KANTER; MAHADEVAN-JANSEN, 2006;
HARRIS et al., 2010; TU e CHANG, 2011). Estas alteracdes vibracionais com
transferéncia de energia sdo localizadas nas ligacdes quimicas e registradas
em um gréfico denominado espectro (HANLON et al.,, 2000). Desta forma,
considera-se que o espectro Raman fornece a “impressao digital” das amostras
biologicas representando as vibracdes moleculares das ligacbes quimicas e
fornecendo a sua composi¢do bioquimica (FENN et al., 2011). A figura 1 trata
de uma representacdo de um espectrometro Raman (TU e CHANG, 2011) que
gera um espectro semelhante a figura 2 (HARRIS et al., 2010).
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Figural. Exemplo esquematico de um espectrobmetro Raman (TU e CHANG, 2011).
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Figura 2. Espectro Raman de uma célula tireoidiana (HARRIS et al., 2010).

Os espectros Raman de amostras biologicas registram, principalmente,
variacfes quanto a composicdo de DNA/RNA, proteinas e lipidios (FENN et al.,
2011). Comparando com outras ténicas existentes, estes graficos permitem a
observacéo das alteracdes bioquimicas nas células, sem se limitar a uma Unica
molécula ou classe de moléculas, ou seja, fornece uma espécie de “panorama”
acerca da sua composicdo bioquimica (MATTHEWS et al., 2011;
CARMELINGO et al., 2011). Uma vez que a progressao de uma patologia seria
precedida de alteragdes quimicas, a ER comecou a ser explorada quanto a
aplicabilidade no diagnostico (HANLON et al., 2000), entdo muitos estudos
foram desenvolvidos especialmente para deteccdo de lesdes malignas (CALS
et al., 2015).

Krishna et al. (2004) usaram a ER para entender as variagbes nas
camadas epitelial e subepitelial em amostras de mucosa oral normal e de
carcinoma espinocelular bucal (CECB). Basicamente, os espectros de tecido
normal e do CECB diferenciaram quanto as intensidades e frequéncias dos
picos ou bandas espectrais, indicando variagcbes na composi¢cdo biomolecular.
Desta maneira, a comparacao entre a regiao epitelial e a subepitelial, a mucosa
normal e o CECB, levou a constatacdo que a ER seria um instrumento capaz
de fazer a distingdo desses tecidos, além de validar o uso de amostras fixadas
em formalina.

Esses resultados vao ao encontro dos obtidos por Cals et al. (2015) que
discriminaram pela ER o CECB e os tecidos saudaveis da lingua, usando

mucosa bucal ex vivo. Assim, foram avaliados o espectro do CEC em relacdo



13

ao tecido epitelial, tecido conjuntivo, glandulas, musculos, tecido adiposo e
nervos. Apesar dos espectros de algumas estruturas serem confundidos com
os do CECB, de maneira geral, houve uma separacao entre eles de forma a se
obter uma eficiéncia acima dos 80%. Ao transporem estes dados para a rotina
clinica, os autores apontam a aplicabilidade da técnica na definicdo de
margens cirargicas durante a remocao dos tumores.

A maioria dos estudos realizados atestou uma predominancia de picos
espectrais relacionados a proteinas, em tecidos com alguma patologia. Em um
estudos ex vivo, Malini et al. (2006) observaram esse fenbmeno tanto nas
mucosas bucais com les6es malignas quanto pré-malignas ou inflamatérias.

Em 2010, Guze et al. compararam o CECB com mucosa oral normal de
amostras congeladas, cortadas com uma espessura de 6 um, colocadas sobre
uma lamina histolégica. Os picos ou bandas espectrais foram identificados
quanto a localizacdo nas células: membrana, citoplasma e nucleo. Os
resultados encontrados demonstraram ndo apenas as diferencas entre as
amostras, mas também a heterogeneidade das células tumorais.

Abordagens in vivo da ER também ja foi realizada. Singh et al. 2012
investigaram de condi¢Bes pré-malignas com o auxilio de uma sonda de fibra
Otica, acoplada a um espectrébmetro. Foram obtidos espectros de manchas
bucais com condicbes potencialmente malignas ou lesdes malignas, do sitio
contralateral sem leséo, de pacientes controle tabagistas e ndo-tabagistas. A
maioria dos erros de diagnostico ocorreu entre 0s espectros das lesdes pré-
malignas e dos pacientes tabagistas, mesmo assim, conseguiu-se discriminar
pelos espectros as lesGes pré-malignas das demais.

Além das amostras de mucosa bucal, os biofluidos também j& foram
usados na verficacdo de cancer bucal. Kho et al (2005) avaliaram amostras de
saliva pela ER de 5 pacientes com céancer de bucal e 5 pacientes saudaveis,
encontrando diferengas espectrais que poderiam levar ao diagndstico precoce
das lesGes malignas. Em 2013, Sahu et al. verificaram os espectros Raman do
soro extraido do sangue periférico de 54 pacientes com carcinoma
espinocelular bucal, e obtiveram uma eficiéncia entre 54 e 67% no uso da
técnica para identificar as lesdes malignas.

De uma maneira geral, esses e 0s demais estudos desenvolvidos

buscam fornecer dados para validar a aplicacdo clinica da ER (FENN et al.,
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2011; CALS et al., 2015). Diante desses trabalhos, foram encontradas algumas
dificuldades como a presenca de interferéncias (ruidos) nos espectros, o tempo
de obtencao dos resultados, interpretacdo os dados e adequacao do aparelho
para uso clinico (KELLER;KANTER; MAHADEVAN-JANSEN, 2006; TU e
CHANG, 2011). Todavia, esses obstaculos se tornaram objetos de outros
estudos com a finalidade de tornar a ER viavel na rotina das areas da saude.
Poucos sdo os estudos disponiveis estabelecem um perfil espectral que
diferencie as alteracdes epiteliais, considerando as alteracdes ndo-displasicas,
bem como as displasicas e do cacinoma espinocelular. Além disso, ndo se
sabe da existéncia de trabalhos que utilizem a a espectroscopia Raman em
blocos de parafina, nem que avaliem a influéncia do condicionamento das

amostras de tecido nos espectros.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Definir o perfil espectral dos distarbios epiteliais né&o-displasicos,
displasicos, e do carcinoma espinocelular, com auxilio da Espectroscopia

Raman.

Objetivos Especificos

1. Obter um perfil espectral da area de epitélio em bloco de parafina de
lesbes bucais com diagnéstico de alteracdes epiteliais néo-
displasicas, displasicas, e carcinoma espinocelular do arquivo do
laboratorio de patologia JJD Barbachan da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FO UFRGS);

2. Comparar os espectros provenientes da area de epitélio em bloco de
parafina de lesbes com diagndstico de alteracdes epiteliais néo-
displasicas, displasicas, e carcinoma espinocelular do arquivo do
laboratorio de patologia JJD Barbachan da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FO UFRGS);

3. Verificar a influéncia da fixacdo com formalina nas anélises
espectrais da area epitelial de uma amostra ex vivo, antes e apos a

fixagcdo com formalina.
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ARTIGO CIENTIFICO |

Artigo apresentado de acordo com as normas do periodico
Histopathology (Qualis Odontologia A1 — Ano base 2014, Fator de impacto
3,453).

Perfil molecular pela espectroscopia Raman de alteracdes epiteliais,
displasicas e malignas de amostras de mucosa bucal emblocadas em
parafina.

ABSTRACT

Raman spectroscopy (RS) is one of the optical technologies that have been
exploited in biomedical fields for allowing molecular analysis of various types of
samples. The aim of this study was to evaluate the molecular profile of different
epithelial alterations in the human oral mucosa by ER using formalin fixed
paraffin embebed (FFPE). 11 histological slides were selected for each group
according to the following epithelial alterations: epithelial hyperplasia,
hyperparakeratosis, epithelial dysplasia and squamous cell carcinoma. In each
slide was identified the most characteristic area of epithelial changes related
and found in the corresponding paraffin block. This block was submitted to ER,
focusing on the region found. Each change generated from the average
spectrum of the spectra of each sample. As expected, the generated spectra
confirmed the presence of molecules belonging to the usual components of
biological tissues, proteins, lipids and DNA. Then carried k means clustering
analysis to verify the similarities and differences between the spectra of each
epithelial changes. It was observed that most of the samples were classified as
Cluster 2 and the OSCC (oral squamous cell carcinoma) group were allocated
in four different clusters. clusters. Analyzing the spectra of each change, it was
observed that each one of the epithelial alterations presented its own molecular
profiles and the similarities between spectral peaks can be attributed to the type
of tissue scanned.

Keywords: Raman spectroscopy, biochemical phenomena, epithelium,
squamous cell carcinoma.



19

Introducéao

O padrédo ouro para diagnosticar lesdes orais de tecido mole é o exame
histopatoldgico da lesédo biopsiada. Entretanto, esta técnica apresenta algumas
desvantagens como a invasividade do procedimento para remog¢&ao da amostra
de tecido, o tempo de processamento, a experiéncia do examinador!, e a
necessidade, em alguns casos, da realizacdo de coloracfes especiais, as quais

possuem alto custo®>.

Nos Ultimos anos, os avancos das tecnologias Opticas tém sido
estudadas no intuito de auxiliarem no diagnéstico. Estas tecnologias tém como
principio fornecer a composicdo molecular do tecido analisado. Assim,
prometem superar as limitacbes encontradas para diagndstico, inclusive o

histopatolégico®.

Neste contexto, a Espectroscopia Raman (ER) tem ganho destaque e
mostrado resultados promissores. Esta é capaz de qualificar e quantificar os
compostos presentes em solidos, liquidos e gases, utilizando um laser néo
ionizado como a fonte de excitacdo. Ao ser excitada, a molécula tem seu
estado vibracional alterado e ocorre transferéncia de energia, quer a partir do
féton para a molécula ou vice-versa. O espalhamento inelastico ou Raman
ocorre quando a interacdo entre molécula e féton gera o espalhamento de
energia em um vetor diferente da energia incidente®. O resultado deste
espalhamento de energia é registrado em um grafico, denominado espectro
Raman, constituido por uma série de picos ou bandas espectrais
correspondentes a uma frequéncia vibracional caracteristica da molécula, em

cm™, em funcéo da intensidade da excitacdo®.

Como as demais tecnologias Opticas, a ER registra a composi¢ao
molecular pela vibragdo nas ligagbes quimicas dos compostos presentes nas
amostras. Assim, detecta-se alteracbes em nivel celular no DNA, RNA,
proteinas e lipidios. Ja existem estudos usando a ER em cultura de células,
amostras de sangue e saliva, e fragmentos de tecido, identificando lesbes

malignas, rejei¢cdes alograficas, biomarcadores, nanotubos etc. Atualmente, a
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extrapolacdo do uso da ER para a clinica tem se concentrado na medicina

forense e no diagnéstico®®,

Varios estudos demonstram que a ER pode ser utilizada para avaliar
diversos tipos de amostras com um minimo ou nenhum processamento prévio®
19" Com base nesta ideia, o objetivo deste estudo foi verificar, pela
espectroscopia Raman, se € possivel caracterizar as alteracdes epiteliais

demucosa bucal humana.

Material e Métodos

Blocos de parafina

Foram selecionados 44 blocos de parafina contendo amostras de
mucosa bucal humana, pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia
Bucal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com o diagndéstico
histopatolégico de hiperplasia epitelial (HE), hiperparaceratose (HPC), displasia
epitelial (DIS) ou carcinoma espinocelular (CEC). As laminas histologicas
originadas destes blocos foram revisadas por um patologista experiente (MSF)
para confirmacdo do diagnéstico. A area do bloco a ser analisada foi
selecionada com base na regido de tecido epitelial mais representativa da
alteracdo epitelial diagnosticada, a lamina era sobreposta ao bloco para
determinacdo macroscopica da area analisada. Esta pesquisa foi submetida a
avaliacdo e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (UFRGS) com o
parecer de numero 523.144, em 18/12/2013.

Obtencao do espectro Raman

Os espectros Raman das areas selecionadas nos blocos foram obtidos
em um espectrometro Raman (Senterra, Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha),
com um laser de diodo de comprimento de onda de 785 nm, com 100mW de

poténcia, abertura de 50x1000 pm e resolucdo espectral de ~3,5cm™. O laser
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foi emitido por 2 s, por cinco vezes, para obter cada espectro da amostra. A
localizagcdo das areas analisadas foi realizada com aumento de 200X na
camera CCD acoplada ao aparelho. De cada bloco foi obtido 10 espectros,
dispostos sequencialmente, procurando-se obter a leitura da porcao de tecido
epitelial pré-selecionada na lamina histologica. O espectro de um bloco
contendo apenas parafina também foi obtido para se remover as interferéncias
do material parafinizado subtraindo-se este espectro dos espectros dos blocos

de tecido de mucosa bucal humana com auxilio do software.

Ao final da leitura espectroscépica, a apresentacdo dos espectros de
cada ponto do bloco precisaram ser submetidos a correcdo do céncavo na
linha de base com uma interacdo e 64 pontos de base com os recursos do
software Opus 7.2. (Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). De cada bloco,
obteve-se um espectro referente a média dos 10 espectros obtidos. Por fim, os
11 espectros de cada grupo de amostras foram comparados para se verificar
diferencas entre os espectros das alteracdes epiteliais. Os dados obtidos foram
transferidos para uma planilha eletrénica Microsoft Excel 2007 (Microsoft
Redmond, WA, USA) para analise, a qual se limitou a regido espectral entre
500-1800 cm™.

Anélise estatistica

Para avaliar estatisticamente os espectros dos blocos, foi utilizada a
andlise de agrupamento de particdo ou andlise cluster k means. Esta analise
classifica as observacdes dentre os k grupos. Cada observacdo sera
classificada conforme a proximidade dos dados com a média. No presente
estudo, a analise k means foi feita com auxilio do software SPSS 21 (IBM,
Armonk, NY, USA), classificando as amostras dentro de cinco grupos (k
means). A similaridade entre os espectros classificou as amostras entre esses

cinco grupos.

Resultados
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Andlise das médias espectrais de cada grupo

Observou-se que 0s picos espectrais referentes a parafina (Figura 1A)
se sobrepuseram sobre 0s picos espectrais dos componentes biomoleculares
dos tecidos (Figura 1B). Todavia, o pico espectral 1170 cm™ (variando entre
1169 e 1172 cm™), referente a tirosina, era caracteristico das amostras de
tecido, estando presente na grande maioria dos espectros sem necessidade

de remocéo da parafina (Figura 1C).
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Além do pico espectral na regido do 1170 cm™, para os tipos de
alteracOes epiteliais estudados, outros picos espectrais se repetiram. Dois
desses picos espectrais sdo referentes a aminoacidos, 655 (654) e 861 (862)
cm™, indicando triptofano e prolina, respectivamente. Os demais correspondem
a colageno, identificado pelo pico espectral 817 cm™ , e lipidio, pico espectral
983 cm™ .

As diferencas espectrais encontradas no grupo HE foram registrar o pico
espectral 1003 e 1263 cm™, referentes a fenilanina e A&cidos graxos,
respectivamente, e ndo registrar o pico espectral 1020 (1019) cm™ , referente a
DNA. O grupo HPC apresentou os picos 593 e 1237 cm™, referentes

respectivamente a triptofano e DNA, em comum apenas com o grupo CEC.

O espectro das amostras de DIS detectaram o ponto 1313 cm™
diferentemente dos demais, correspondendo a colageno. Em tais amostras, 0
pico espectral de lipidio, 1296 ou 1297 cm™, presente nas demais amostras,

nao foi evidenciado.

O espectro resultante das amostras de CEC apontou uma maior
guantidade de picos espectrais. Além disso, alguns desses picos foram
predominantes apenas nestas amostras: 707, 749, 876, 1083, 1200, 1222 cm™
. Os pontos 707, 749 e 1200 cm™, referem-se a algum componente molecular
proprio dos acidos nucleicos e os demais a proteinas. Os picos espectrais

encontrados em cada grupo estéo relacionados na Tabela 1.
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Tabela 1. Perfil espectral dos grupos avaliados com a ligacdo quimica e a molécula

CH;

correspondente**? .
HE (cm™) HPC (cm™) DIS (cm™) CEC (cm™) Ligacdo Molécula
- 593 - 595 rkx Triptofano
655 655 654 655 el Cistina
- - - 707 rxk Guanina
- - - 749 Respiragéo Triptofano
simétrica
817 818 817 818 C-C estrutural Colageno
861 861 861 862 C-C Prolina
- - - 876 Estiramento Prolina
C-C
983 983 983 983 =CH Lipidio
1003 - - 1003 Vibragao Fenilanina
estrutural
- 1020 1019 1019 o DNA
- - 1083 Estiramento Proteina
N
1093 1093 1094 - O-P-O *xx
estiramento
simétrico
1171 1172 1171 1172 *xk Proteina
- - - 1200 Aromatico C- Acido
C Nucleico
- - - 1222 Amida lll Proteina
- 1237 - 1236 o DNA
1263 - - - C-H Adenina ou
timina
1296 1297 - 1297 Fhx Lipidio
- - 1313 - CHg;, dobra Colageno
CH,
1440 1440 1440 1440 Deformacéo Lipidio
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1460 1461 1460 1460 rxk Adenina e
guanina
1658 1660 1660 1658 Amida | Proteina,
acido
nucleico

*** | igacdo quimica desconhecida

Andlise de agrupamento de particdo ou analise cluster k means

Os dados espectrais referentes as médias de cada amostra foram
submetidos a andlise de cluster kmeans (Fig.2). Esta analise determina uma
particdo dos individuos em k classes segundo a homogeneidade ou separacao
entre as classes. Para a realizacdo da analise deste estudo, nesta andlise o
namero de classes foi limitado para 5. A maioria dos casos foram alocados em
uma mesma classe (cluster 2 = 36). As amostras de CEC foram mais
heterogéneas, sendo alocadas nos cluster 1 (1), clusters 2 (6), cluster 3 (3) e
cluster 5 (1). O cluster 4 foi composto somente por uma amostra de DIS. A

Tabela 2 ilustra a disposi¢cédo das amostras entre os clusters.
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Figura 2: Grafico de dispersédo da andlise classificatoria de particao (k means).
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Tabela 2: Distribuicdo das amostras entre as classes pela andlise cluster k means.

Grupo Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5
HE 0 10 1 0 0
HPC 0 10 1 0 0
DIS 0 10 0 1 0
CEC 1 6 3 0 1
Discusséo

A espectroscopia Raman (ER) é das técnicas O6ticas de destaque no
campo das ciéncias biomédicas. Devido alta sensibilidade e tolerancia a agua,
estudos nessa area exploram sua capacidade de fornecer a composi¢ao

molecular de amostras complexas>*®.

Dentre as aplicabilidades clinicas
estudadas, estd a deteccdo da composicdo quimica das alteracdes teciduais
por meio de espectros®. Nos Ultimos anos, foram publicados iniimeros estudos
avaliando a capacidade da ER no diagnéstico de lesdes malignas, inclusive o
carcinoma espinocelular oral (CEC). Porém, poucos destes estudos
procuraram diferenciar o CEC das alteragBes epiteliais displasicas e néao-

displasicas'*™*°.

Assim, este estudo teve o objetivo de obter um espectro
Raman de amostras com diferentes alteracdes epiteliais para compor um perfil

espectral de composicdo molecular das mesmas.
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As amostras deste trabalho foram compostas por tecidos de mucosa
bucal humana emblocadas em parafina. Estes tecidos foram selecionados com
base nas caracteristicas histologicas do tecido epitelial, que lhe conferiram o
diagnoéstico de alguma das seguintes alteracdes epiteliais: hiperplasia epitelial
(HE), hiperparaceratose (HPC), displasia epitelial (DIS) e carcinoma
espinocelular (CEC). O uso dos blocos de parafina facilitou o estabelecimento
de parametros no aparelho, por permitir realizar repetidas leituras para ajustar
o comprimento de onda do laser, a poténcia e o tempo de incidéncia sem o
risco de degradar a amostra. Além disso, a espessura da amostra evitou que o
laser ultrapassasse atingindo o suporte onde a amostra era colocada, gerando

um espectro indesejavel.

Para avaliar estatisticamente as diferencas espectrais entre 0s grupos,
utilizou-se as analise classificatérias de particdo, cluster k means. Esta analise
foi escolhida por identificar amostras semelhantes e agrupa-las. Os resultados
da analise cluster refletiram algumas das observacbes feitas na comparagéo

do perfil dos espectros.

S&0 escassos os trabalhos existentes na literatura usando os tecidos
emblocados em parafina. O cuidado ao se utilizar este tipo de amostra € a
necessidade de remover o espectro da parafina para conseguir visualizar os
picos espectrais caracteristicos do tecido inserido no bloco. Além disso, ao se
analisar tecidos com algum processamento quimico, como a fixacdo em
formalina tamponada a 10%, pode alterar a composi¢cao molecular. No caso do
formalina tamponada a 10%, ha a formacdo de ligacdes quimicas cruzadas
entre o grupo amina no terminal N ou na cadeia NH,'". Neste trabalho, apés a
remocdo do espectro do bloco de parafina propriamente dito, foram
identificados picos espectrais similares nos grupos em virtude da utilizagéo do
mesmo tipo de tecido, tecido epitelial. Provavelmente, estas similiaridades
favoreceram o0 agrupamento da maioria das amostras no mesmo cluster
(cluster 2), independente da alteracdo epitelial que apresentavam. Estes
achados confirmam que o0s espectros do tecido epitelial em diferentes
condi¢des, normal ou maligna, diferenciam pela intensidade e frequéncias dos

comprimentos de onda registrados e minimamente pela composicdo em si*',
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O perfil espectral do grupo HE apresentou pico espectral extra de lipidios
e um pico espectral ausente referente a DNA. Este resultado pode sugerir que
a HE est4 mais proximo da mucosa oral normal, baseando-se em achados da
literatura que observam uma maior quantidade de picos espectrais de lipidios e
menos de DNA e proteinas em amostras mucosa oral sem lesdo. A maior
quantidade de lipidios em tecidos normais tem sido justificada pela organizacao
arquitetural das camadas do epitélio, destacando a composi¢cdo da camada
dupla da membrana celular e baixa atividade proliferativa no interior do

nucléolo devido a normalidade do seu funcionamento®**"18

O mesmo ndo pode ser extrapolado para o perfil espectral do grupo
HPC. Este perfil se destacou por marcar 0s picos espectrais extras referentes a
proteina e DNA. Estas bandas também foram observadas no perfil espectral
do CEC. Na composicdo molecular de amostras de tecido epitelial com
alteracdo inflamatoria, potencialmente maligna e maligna, observou-se perda
de lipidios e aumento na quantidade de proteinas, comparando-se com o tecido

epitelial normal®**1819,

Estes aumentos de proteinas e DNA podem estar
relacionadas com a maior atividade proliferativa observada em casos de HPC

em relacdo ao tecido normal® .

O grupo DIS apresentou o marcacéo de colageno no pico espectral 1313
cm™ , que ndo foi observado nos demais grupos. Carvalho et al. (2010)*°
afirmaram que a presencga de coldgeno no espectro pode indicar aumento na
sintese de colageno e producdo fibras colagenas, observados em casos com
algum processo inflamatorio desencadeado. Pela analise de agrupamento k
means, o grupo DIS diferenciou dos demais por alocar uma Unica amostra no
cluster 4, porém nédo foram observados aspectos que justificassem este fato,
microscopicamente. Segundo Malini et al. (2006)*, é dificil encontrar uma
mudanga gradual nos espectros de lesbes potencialmente malignas para
lesdes malignas de forma a correlaciond-las. Deshmukh et al. (2011)*
apontaram que as alteracdes displasicas nas camadas mais profundas do
epitélio tem o espectro mascarado pela proximidade com o tecido conjuntivo.
Esta dificuldade em se analisar espectros de lesGes pré-malignas foi
encontrada por Singh et al. (2012)*, quando tais espectros se confundiam com

0S espectros de mucosa oral sem lesao.
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O perfil do CEC destaca-se por apresentar maior quantidade de bandas
espectrais. Correlacionando esses picos espectrais com a molécula de
referéncia, nota-se o maior registro de proteinas e &cidos nucleicos,
diferenciando-se dos demais, principalmente do perfil do grupo HE. Esta
observacdo concorda com a literatura®***®. A presenca dos picos espectrais
1083, 1200 e 1240 cm™, detectados no espectro deste grupo, sdo préprios de
lesdes malignas'**'’. A alta deteccéo de proteinas pode ser explicada pelo
aumento na producdo de enzimas, anticorpos e receptores durante a
carcinogénese, além disso a alta atividade proliferativa em lesdes malignas
justifica a maior quantidade de bandas espectrais de acidos nucléicos em seus

1318 Em relacdo ao CEC, Guze et al. (2010)*® conseguiram

espectros
identificar a heterogeneidade das suas células por meio dos espectros Raman,
no nosso estudo essa heterogeneidade pode ser observada na maior
quantidade e variedade de picos espectrais destacados ao se obter a média do

grupo, e no agrupamento deste grupo em quatro diferentes clusters.

Portanto, pode-se avaliar pela espectroscopia Raman amostras de
tecidos sem o risco de se perder suas propriedades durante a analise. Pelo
perfil espectral da hiperplasia epitelial, devido a sua composicao de lipidios em
relacdo as demais alteacdes, pode-se inferir uma maior proximidade da
normalidade que as demais alteracfes epiteliais. O perfil espectral das lesbes
malignas além de apresentar uma maior quantidade de picos espectrais
relevantes, estes se referem a proteinas e acidos nucleicos em virtude da

mudanca na funcionalidade das células devido ao processo da carcinogénese.
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ARTIGO CIENTIFICO II

Artigo apresentado de acordo com as normas do periddico Laboratory
Investigation (Qualis Odontologia A1 — Ano base 2014, Fator de impacto
3,676).

Diferenciacdo biomolecular das alteragcfes epiteliais nao-displasicas,
displasicas e malignas da mucosa bucal.

Abstract

Raman spectroscopy allows identification of molecular changes in the tissue,
before some evidence of malignancy could be identified microscopically. The
purpose of this research was to evaluate the ability of Raman spectroscopy in
discern epithelial changes non-dysplastic, dysplastic and squamous cell
carcinoma, using samples of oral epithelial tissue formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE). Forty four FFPE were selected based on histopathological
diagnosis, and eleven FFPE for each of the following changes: epithelial
hyperplasia, hyperparakeratosis, epithelial dysplasia and squamous cell
carcinoma. The Raman spectra of each block were analyzed according to
principal component analysis (PCA) and linear discriminant analysis (LDA), to
check correspondence of the spectral data with the histopathological diagnosis,
resulting in an efficiency of 86.36% and a sensitivity and specificity of 91% and
96.9% respectively. The Raman spectra were also divided into areas as the
corresponding molecule, and the whole of these areas were analyzed using the
Kruskal-Wallis test. It was observed that the squamous cell carcinoma samples
showed higher concentration of proteins and DNA, with statistically significant
differences (p <0.05). These results showed that Raman spectroscopy could be
used as an adjunct to histopathology, and a tool for early diagnosis of oral
cancer.

Keywords: Raman spectroscopy, biochemical phenomena, epithelium,
squamous cell carcinoma.

Introducéo
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A espectroscopia Raman (ER) é uma técnica Optica que consiste no
espalhamento inelastico da luz pela vibracdo molecular e pode fornecer a
composicdo quimica das células, tecidos ou biofluidos’. O espalhamento
inelastico ocorre quando durante a interacdo da luz com a matéria ha
transferéncia de energia em quantidade diferente da energia incidida. Esta
transferéncia € proporcional a um modo vibracional especifico da molécula,
registrado em um grafico denominado espectro, onde a intensidade de vibragcéo
é disposta em funcdo da mudanca na frequéncia (cm™) das ligacdes
quimicas®®. As mudancas nas frequéncias dependem do tipo das moléculas
presentes na amostra, sendo capaz de fornecer informacdes moleculares
especificas sobre as altera¢des bioquimicas e consequentemente morfolégicas
de células e tecidos®. Esta tecnologia proporciona um resultado objetivo, com
alta precisdo e também sensivel, sem necessitar qualquer tipo de pré-
tratamento ou marcacéo externa para analisar as amostras e sem destrui-las*”.
Portanto, as caracteristicas da ER tem sido bastante explorada para as

aplicacdes biomédicas e clinicas®.

A deteccdo precoce do cancer € uma das principais abordagens dos
estudos realizados com a ER, pois a deteccdo precoce da displasia e do
cancer aumentam as chances de sucesso do tratamento®°°. A transformacao
de um tecido normal em uma lesdo cancerosa € lenta e envolve alteracfes
moleculares que sO serdo observadas na morfologia celular e disposicdo
arquitetural do tecido afetado em estagios mais avancados'’. Identificar esses
eventos precoces tem sido cada vez mais importante, ja que a carcinogénese
promove alteracbes significantes na estrutura e conteldo das biomoléculas
como &cidos nucleicos, proteinas, carboidratos e lipidios®*. Por fornecer
informagdes sobre estas variagdes moleculares, a ER pode ser usada como
uma ferramenta complementar as técnicas diagnosticas ja estabelecidas como

o0 processamento histoldgico dos tecidos’.

Os resultados das pesquisas utilizando a ER in vitro, ex vivo e in vivo
para o diagnostico de cancer tem resultados variados, porém promissores.

~

Entretanto, a ades&do desta tecnologia a pratica clinica ainda encontra
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dificuldades, como a necessidade de mais estudos e o tempo dispendido para
anélises imediatas®’. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade da ER
em diferenciar as alteragBes epiteliais ndo-displasicas e displasicas, do
carcinoma espinocelular, detectando quais seriam essas diferencas, usando

amostras de tecido emblocadas em parafina.

Material e Métodos

Aprovacao ética

Previamente & execucao, este trabalho foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEP-UFRGS),
aprovado em 18/12/2013 com parecer n°® 523.144.

Selecdo da amostra

Os blocos de parafina neste trabalho sdo provenientes do arquivo do
Laboratério de Patologia da UFRGS. Estes blocos foram selecionados
conforme o diagnéstico histopatolégico referente a alguma alteracdo epitelial
benigna (hiperplasia epitelial, HE; hiperparaceratose, HPC), pré-maligna (DIS)
e maligna (CEC). As laminas histolégicas dos blocos escolhidos foram
revisadas por um patologista experiente (MSF) para confirmacdo do
diagnéstico e localizacdo da area mais caracteristica, caso contrario o bloco
seria substituido.

Instrumentacdo Raman

A visualizagdo das areas selecionadas era feita com uma lente objetiva
em um aumento de 200x acoplada a camera CCD em um micro-espectroscopio
Raman (Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). O laser de excitagao tinha um

comprimento de onda de 785 nm proveniente de um laser de diodo, numa
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poténcia de 100 mW, abertura de 5x1000 pum e resolucao espectral de ~3,5cm”
! A emissdo do laser era de dez segundos para cada espectro, ou seja,
emitido por dois segundos com cinco co-adi¢des. A fluorescéncia proveniente
das amostras foi removida através da manipulacdo dos espectros com o

software Opus 7.2.

Espectros Raman

De cada bloco foram obtidos 10 espectros ao longo da regido
selecionada. O espectro da amostra era a média gerada a partir desses

espectros.

Analise Estatistica

Os dados obtidos nos espectros foram submetidos a Analise dos
Componentes Principais (PCA), os fatores obtidos foram analisados com a
Andlise dos Discriminantes Lineares (LDA). A sensibilidade e especificidade da
Espectroscopia Raman, para o diagnéstico das alteracdes, foram avaliadas
com a curva de ROC. As areas referentes ao DNA, as proteinas e aos lipidios,
foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico Kruskal Wallis. Para o
processamento dos dados, em cada andlise estatistica, utilizou-se o programa
SPSS 21 (IBM, Armonk, NY, USA).

Resultados

Comparacéo da analise espectral com o diagndstico histopatologico

~

De cada bloco, obteve-se um espectro referente a média dos 10
espectros obtidos. Os 11 espectros gerados de cada grupo foram comparados

para se verificar diferencas entre os espectros das alteracdes epiteliais.
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A PCA dos 44 espectros gerou 28 componentes principais, onde o
primeiro componente acumulou a maioria das variaveis dos espectros. Esses
28 componentes principais foram submetidos a LDA que permitiu analisar as
diferencas entre os grupos (grupo real) e o resultado do espectro Raman
(Grupo Predito). Apenas 5 amostras apresentaram espectro discordante com o
grupo ao qual pertenciam (Grupo Real) (Tabela 1). A curva de ROC para o
diagnostico de cada grupo resultou em 91% de sensitividade e 96,9% de

especificidade (Figura 1) .

Tabelal. Resultado da LDA comparando o Grupo Real com o Grupo Predito.

Raman
DH* Total
HE HPC DIS CEC
10 1 0 0 11
HE
(90,9 %) (9,1%) (0,0%) (0,0%) (100%)
0 9 1 1 11
HPC
(0,0%) (81,8%) (9,1%) (9,1%) (100%)
0 1 9 1 11
DIS
(0,0%) (9,1%) (81,8%) (9,1%) (100%)
0 1 0 10 11
CEC
(0,0%) (9,1%) (0,0%) (90,9 %) (100%)
Total 44

* DH: diagndstico histopatoldgico
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Figura 1. Curva de ROC para os grupos estudados (HE, HPC, DIS e CEC).

Andlise das areas espectrais

Para identificar as diferencas entre o0s grupos referentes as
concentracdes de proteinas, DNA e lipidios, os espectros médios das amostras
foram subdivididos em areas conforme os intervalos do comprimento que tais
moléculas correpondem. O pico espectral 1554 cm™ serviu de referéncia, pois
segundo Krishna et al. (2004) a intensidade de vibracdo molecular é
semelhante em amostras de tecido bucal normal e tecido bucal com alteracéo
maligna. Ao todo foram avaliadas 31 areas, porém apenas aquelas que
mostraram alguma diferenca estatisticamente significante entre o grupos estao

relacionadas na Tabela 2.



Tabela 2. Areas espectrais com diferencas estatiticamente significante pelo teste
de Kruskall-Wallis e resultado da comparacéo entre pares (p<0,05).

Molécula Intervalo

i Comparacao .
Area Concentracgao p
(cm™) por pares
1 595-635 | DIS-CEC 1,215 0,027
5 0,321
1009 HPC-CEC 0,020
) 7 0,154
Proteina J
1035 HPC-CEC 0,027
1164-
13 HE-CEC 0,545 0,026
1177
1658-
28 DIS-HE 0,497 0,042
1700
DIS-CEC 0,026
2 655-749 4737
HPC-CEC 0,037
1335-
DNA 20 DIS-CEC 0,213 0,007
1342
1455-
22 DIS-CEC 3,282 0,017
1510
. 1120- CEC-HPC 0,047 0,027
1139 CEC-DIS 0,949 0,022
o 1435-
Lipidios 21 HPC-CEC 3,315 0,033
1450
1650-
27 DIS-CEC 0,142 0,003
1656
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Foram encontradas diferencas entre os grupos para cada uma das
moléculas avaliadas. As concentracdes de proteinas e DNA foram maiores no
grupo CEC, com diferenca estatisticamente significante (p<0,05) em relag&o
aos demais grupos (HE, HPC, DIS).

Discussao

Este estudo utilizou amostras de tecido bucal contendo alteractes
epiteliais ndo-displasicas, displasicas ou malignas armazenados em blocos de
parafina para analise pelo espectrobmetro Raman. No nosso conhecimento,
poucos sdo os estudos usando RS que fazem esta distincdo entre as
alteracdes epiteliais ndo-displasicas com as demais, bem como ndo existem
trabalhos avaliando se amostras parafinizadas poderiam ser usadas na

distincao de lesdes pela ER.

O diagnoéstico precoce de lesdes malignas proporcionam intervencdes
antecipadas e aumentam as chances de cura®®. O exame histopatoldgico é
“padrdo ouro” na deteccdo dessas lesdes malignas e das pré-malignas™®.
Todavia, a carcinogénese € caracterizada por uma série de alteracbes
bioquimicas, pela presenca de marcadores tumorais bioquimicos que podem
ser identificados por meio de tecnologias épticas’. Dentre essas tecnologias, a
ER destaca-se por permitir 0 uso sem preparo prévio ou marcacdes adicionais

nas amostras e ndo ser destrutiva.

Primeiramente, para avaliar a capacidade de diagnéstico da ER sobre as
amostras, analises mulivariadas PCA e LDA foram realizadas. A PCA foi usada
para diminuir a quantidade de variaveis extraidas do espectro, criando
estatisticamente novas variaveis, 0s componentes principais. Neste estudo,
foram gerados 28 componentes principais que em seguida foram analisados
pela LDA para verificar a correspondéncia entre o Grupo Real, ou seja, o grupo
da alteracao epitelial diagnosticada microscopicamente, e o Grupo Predito,
grupo diagnosticado pela ER. O resultado final da LDA obteve 86,36% de

correspondéncia entre as técnicas de diagnostico. As laminas correspondentes
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aos blocos reclassificados pela ER foram reexaminadas e verificou-se a
presenca de areas com intenso infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo
subjacente, camada espessa de ceratina, areas com alguma alteracdo
citolégica ou arquitetural no epitélio isolada, ou seja, havia presenca de areas
que poderiam alterar a classificacdo pelo espectro. Mesmo com estas
discordancias, a ER apresentou 91% de sensibilidade e 96,9% de
especificidade.

Anadlises estatisticas multivariadas sdo as mais utilizadas ao se
trabalhar com espectros Raman na avaliacdo de amostras bioldgicas®***8. A
reducdo do numero de variaveis em componentes principais, permite identificar
similaridades e variancias entre os dados. A LDA maximiza a separagcao entre
0S grupos e minimiza as varianicas intragrupo®®. A anélise de carcinomas,
displasias e epitélio normal do epitélio de diferentes sitios, laringe, tonsila,
esbfago, estdbmago, bexiga e prostata, mostrou uma acuracia de 88,4%, com
sensibilidade acima de 86% e especifidade de 87%'*. Para o epitélio bucal,
Singh et al. (2012) obtiveram 94,7% de eficiéncia na comparacdo de
espectros Raman in vivo de mucosa bucal normal, mucosa bucal com
desordem potencialmente maligna e mucosa com carcinoma espinocelular,
utilizando-se da PCA e LDA para analisar os dados espectrais. Além disso, as
maiores discrepancias foram observadas na classificagdo das desordens
potencialmente malignas, onde houveram 80% de correspondéncia entre o
diagnéstico histopatolégico e o espectro Raman. Os resultados desta pesquisa
confirmam as conclusdes desses estudos anteriores quanto a alta capacidade
da ER em diferenciar alteragdes teciduais, com porcentagens acima de 80% na
avaliacao da eficiéncia, especificade, sensibilidade.

Os espectros Raman também foram analisados segundo as
concentracbes das biomoléculas encontradas. Para isso, a regido espectral foi
subdividida em é&reas correspondendo a proteinas, DNA ou Lipidios. O grupo
CEC apresentou as maiores concentracbes de proteinas e DNA, sendo
estatisticamente significante e corroborando com outros estudos®®*’. A maior
concentracdo de DNA pode ser relacionada ao aumento na atividade
proliferativa das células de uma neoplasia maligna, bem como das alteracdes

citolégicas como aumento da relagcdo nudcleo citoplasma e hipercromatismo
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nuclear’®®, Além disso, os tumores malignos também s&o marcados pelo
aumento da regulacdo ou atividade de proteinas nas células®®. Espectros
Raman com predominio de proteinas refletem grande quantidade de proteinas
de superficie e receptores, enzimas, antigenos e anticorpos desencadeados
pelos processos patolégicos'®. As areas de proteinas que mostraram maior
concentragdo no CEC, a area 1 se refere a triptofano e as areas 5 e 7 a
fenilanina, corroborando com achados de Guze et al. (2011)*® que acharam um
aumento na marcacao espectral dessas proteinas no CEC e sugeriram a

associacao deste aumento com o estresse oxidativo.

A ER pode ser usada como técnica auxiliar para a histopatologia e a
imunoistoquimica, podendo aprimorar o diagndéstico de um grande numero de
doencas, incluindo o cancer *°. Além de vantagens como n&o necessitar do uso
de marcadores e qualquer outra preparacdo das amostras, a rapidez, a
acuracia de seus resultados e podem ser uma solucdo para a subjetividade
inter-observadores na classificacdo de lesdes pré-malignas'®'’. Os achados
deste estudo reforcam para essas afirma¢fes quanto a RS e apontam que se
pode utilizar tecidos emblocados em parafina como amostra permitindo o

diagnéstico e acompanhamento de lesGes a nivel molecular.

Portanto, este estudo mostrou que a ER pode ser aplicada para
diagnéstico de lesdes epitelais, mesmo usando amostras de mucosa bucal
emblocadas em parafina. As diferencas entre as alteragbes seguem o0s
resultados ja publicados por outros autores, ao atingir diferenciar corretamente
a maioria das alteracfes e identificar uma maior quantidade de proteinas nas

lesBes malignas.
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ARTIGO CIENTIFICO IlI

Artigo apresentado de acordo com as normas do periddico Spectroscopy
Letters (Qualis Odontologia B2 — Ano base 2013, Fator de impacto 0,783).

Analise pela espectroscopia Raman de mucosa oral biopsiada antes e
apos a fixacdo: um estudo piloto.

Abstract

Many investigations have been developed to evaluate the capacity of Raman
spectroscopy as a diagnostic device. However, the methods of conditioning the
samples vary between studies that use frozen or formalin-fixed tissues. The aim
of this study was to compare the molecular differences in Raman spectra from a
freshly biopsied oral tissue before and after being formalin fixed. A biopsied oral
tissue was stored in ice and analyzed by Raman spectroscope. Then, the tissue
sample was formalin fixed for 24h before being submitted to another analysis by
Raman spectroscope. The Raman spectra before and after fixation presented
some similarities, but the differences were found. It was observed that the DNA
and RNA peaks were altered, which could cause some misinterpretation.

Keywords: Raman spectroscopy; formalin fixative; tissue sample.

INTRODUCAO

Espectroscopia de Raman tem sido estudada extensivamente como uma
ferramenta promissora para diagnoéstico. Esta tecnologia Optica proporciona
uma "impressdo digital" da composi¢cdo biomolecular e conformacdo de
amostras biolégicas (1-3). Estudos aplicados com a Espectrosocopia Raman
em diferentes tipos de amostras como in vivo, ex vivo e in vitro tem sido
publicados. Ex vivo e in vitro sdo as primeiras etapas para avaliar a capacidade
do Espectrosocopia Raman para distinguir tecidos e células, respectivamente
(4). No entanto, diferentes formas de condicionamento s&o utilizadas,

especialmente em relacao a fixagcdo da amostra (5).
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Fixacdo de amostras bioldégicas é uma técnica essencial aplicada, a fim de
preservar a estrutura do tecido e evitar a desintegracdo durante a coleta de
dados (5, 6).

A solucdo de formalina tamponada a 10% é mais comumente utilizada para
armazenamento de tecidos durante procedimentos histoldgicos devido ao seu
baixo custo e alta disponibilidade. O formalina tamponada a 10% €é baseado em
aldeido, que faz ligagBes cruzadas de proteinas com pontes de metileno, além
de degradar proteinas e &cidos nucleicos (7-10). Desta forma, a preparagdo do
tecido com formalina tamponada a 10% pode causar alguns erros de
interpretacdo, ao usar a RS, criando artefatos ou supressao de informacdes no

espectro.

Existem poucos estudos avaliando o uso de fixadores em amostras de
espectros Raman e como os estudos de avaliacdo da capacidade de
diagnostico Espectrosocopia Raman estdo aumentando, torna-se importante
ressaltar as diferencas entre os distindtos tipos de condicionamento tecidual
para os seus resultados. O objetivo deste estudo foi comparar as diferencas
moleculares em espectros Raman de um tecido fresco antes e depois de ser
fixados em formalina tamponada a 10%.

MATERIAL E METODOS

Amostra de tecido

Uma amostra de tecido da mucosa bucal humana com diagnéstico clinico de
leucoplasia foi coletada de uma biopsia de rotina em borda de lingua que seria
processada para exame histopatologico. Apos a remocao cirurgica, o tecido foi
dividido em duas partes: uma foi armazenada em formalina tamponada a 10%
e levada ao processamento histolégico para ndo comprometer o diagndstico; a
outra foi armazenada no gelo e levada ao espectrometro Raman. Este trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (CEP/UFRGS n°
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523.144, aprovado em 18/12/2013) e o paciente que forneceu a amostra de
tecido assinou um termo de consentimento, concordando em participar do

estudo.

Espectroscopia Raman

O espectro Raman foi obtido em um espectrometro Raman (Senterra, Bruker
Inc., Kalshure, Alemanha). A amostra de tecido foi colocada sobre uma lamina
de vidro para obtencdo do espectro. Nove diferentes pontos da superficie
epitelial da amostra foram medidos, selecionados por uma camera CCD
(dispositivo de carga acoplada) com abertura de 5x1000 pum e resolucao
espectral de ~3,5cm™. A excitacdo da amostra ocorreu por meio de um laser de
diodo em um comprimento de onda de 785 nm e uma poténcia de 100 mW. O
espectro foi integrado por 20 vezes por cinco segundos. A fluorescéncia gerada
pela interagédo da luz laser com a amostra foi removida pelo software Opus 7.2
(Bruker Optics, Ettlingen, Germany). Apds a primeira analise, amostra foi fixada
em formalina tamponada a 10% por 24h e um novo espectro Raman foi obtido,

com 0S mesmos parametros da primeira analise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A regido espectral analisada foi entre 497 a 3250 cm™. Na regido espectral
acima de 1893 cm™, poucos picos ou bandas espectrais foram observadas. Os

picos apresentados por ambas amostras estédo descritas na Tabela 1.



Table 1. Modo Vibracional e componentes estruturais obtido da amostra sem e com fixacgao.
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Amostra ]
] Amostra Fixada ] ) ]
sem fixacao (cm™) Modo Vibracional Componentes Estruturais
cm
(cm™)

- 547 S-S Ponte de dissulfeto (2)
560 - C-s ek
622 622 Torgéo C-C Fenilanina (3)

644 644 Torcéo C-C Tirosina (3)
678 675 ok Acido nucleico (1)
747 746 ok Acido nucleico (11)
- 818 Suporte principal C-C Colageno (11)
Alongamento do suporte
826 - principal DNA (12)
O-P-O
Respiragéo do anel .
853 854 Proteina; DNA (12)
Cc-C
898 898 Alongamento C-C residual ¥ (12)
938 938 a-helix C-C residual Proteina (12)

- 983 *kk Fenilanina (2)
1003 1003 Respiragéo do anel Fenilanina (11-13)
1032 1033 Dobra C-H Fenilanina (11, 12)
1127 1127 Alongamento trans C-C Lipidio (10, 12)
1176 1173 Dobra C-H Tirosina (11)

Alongamento
1209 1208 Proteina (12)
C-CeHs
Proteina; Acido Nucleico
1341 1341 ok
(11)
Deformacéo . o
1449 1449 . Proteina; Lipidio (11, 14)
CH, deformacgéo
1556 1556 el Triptofano (12, 14)
] Proteina; Lipidio (11, 12,
1653 1653 Amida |
14)
1893 1888 ok ok
2138 2140 ok ok
2330 2329 ok ok

- 2426 *k*k *k*k

2931 2932 CH, stretching mode Proteina (10)

*** Modo vibracional ou componente estrutural desconhecido
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Uma visdo geral sobre os espectros mostra que eles tém muitas
similaridades nos picos espctrais registrados pela amostra antes e apés a fixagédo
(Figura 1 e 2, respectivamente), o que também foi observado em outros estudos

(4, 14-16). Entretanto, algumas pequenas diferencas também foram observadas.
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Figure 1. Espectros Raman obtido da superficie epitelial da amostra sem fixacéo

(A) e o espectro médio dos 9 espectros da amostra sem fixacao (B).
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Figure 2. . Espectros Raman obtido da superficie epitelial da amostra com fixacdo

(A) e o espectro médio dos 9 espectros da amostra com fixacao (B).
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Comparando o espectro de uma amostra fixada, 0s picos espectrais 560 e
826 cm™ n&o foram registrados. O pico 826 cm™ se refere a DNA e a auséncia no
espectro armazenado em formalina pode indicar a degradacdo desta molécula
pela substancia quimica. Alguns dos efeitos da fixacdo quimica envolvem
alteracdes no DNA e RNA (6, 17, 18). A fixacdo com formalina tamponada a 10%
degrada o DNA tecidual, dificultando o seu uso no diagnéstico e na pesquisa (9).
Verificou-se que o tamanho da banda de DNA gerada no PCR é menor, em
analises de amostras fixadas em formalina quando comparadas com outras
substancias fixadoras (9, 17). Em cultura celular, o uso da formalina tamponada a
10% como fixador diminui a concentracdo de DNA e RNA, avaliado pela
espectroscopia Raman (9). Na andlise de células cancerosas individuais, com
diferentes métodos de fixacdo, a quantidade de DNA e RNA foi menor nas células
fixadas com formalina que as demais analisadas pelo espectro Raman, porém a

composicao global n&o foi alterada (14).

Alguns picos espectrais foram observados apenas na amostra fixada. O
pico 547 cm™ marcou a forma vibracional das pontes de dissulfeto quando a
amostra foi fixada, isto poderia ser uma indicacao da conversao de sulfidrila (SH)
em dissulfeto (SS) observado pela presenca do formaldeido (16). Os outros picos
observados foram relacionados a proteinas como o coladgeno em 818 cm™ and

fenilanina em 983 cm™.

As pesquisas feitas usando a RS, para distinguir tecidos normais,
inflamatérios ou malignos, apontam que os tecidos com alguma condicdo
patolégica apresentam alteracfes nos picos espectrais de DNA e mais registros
de picos espectrais de proteinas (11-13, 19). Em cultura celular, a fixacdo com
formalina ndo gera resultados consistentes (5). Assim, baseado em nossos
resultados, o uso da formalina poderia alterar consideravelmente a andlise do

perfil espectral.

O estudo da espectrosocpia Raman como uma técnica de diagnostico tem
sido promissor. O método ideal da preparacdo da amostra para analise € critico

para a sensibilidade e reproducibilidade dos resultados (5).
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CONCLUSAO

A interpretacdo dos resultados nas andlises pela espectroscopia Raman
de amostras de tecido fixadas em formalina devem ser realizadas com cautela
guando o objetivo for o diagndstico. A interacdo da formalina com o tecido deve
ser considerada, devido as marcantes alteracdes espectrais apresentadas.

A andlise pela espectroscopia Raman de amostra de tecido biopsiada

sem fixacdo, apresenta os melhores resultados para diagndstico.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso da espectroscopia Raman permite a obtencdo da composicéo
molecular das amostras. Pesquisas avaliando lesdes pré-malignas e malignas,
ao fazer comparacées com a mucosa normal, pretendem descobrir alteracdes
moleculares que possam distinguir estas condigdes nos tecidos e identificar
mesmo que indiretamente fatores preditores de transformacdo maligna,
previamente a apresentacdo microscopica de caracteristicas proprias de
malignidade (CALS et al., 2013; CHRISTIAN et al., 2014).

Esta estudo foi realizado com o intuito de caracterizar o perfil espectral
de alteracOes epiteliais da mucosa bucal humana e verificar se esse perfil
permitiria diferencia-las. Inicialmente, foram utilizadas amostras de tecido
emblocadas em parafina. Um espectro caracteristico de cada alteracao epitelial
foi obtido por meio de métodos estatisticos multivariados e se verificou 86,36%
em eficiéncia discriminacao das alteracfes estudadas. Além disso, observou-se
a predominancia de vibracbes moleculares nas proteinas nos casos de
carcinoma espinocelular bucal (CECB), podendo indicar uma maior quantidade
deste tipo de biomolécula. Este achado esta em concordancia com a literatura
(KRISHNA et al., 2004; SINGH et al., 2012; CHRISTIAN et al., 2014; CALS et
al., 2015) e segundo a mesma esta relacionado a presenca de enzimas,
anticorpos e receptores de proteinas, especialmente aquelas envolvidas na
carcinogénese. Desconhece-se outro trabalho publicado que tenha usado a
espectrosocopia Raman com este tipo de amostra, e 0s resultados obtidos
sugerem a utilizacdo desta técnica como auxiliar ao exame histopatoldgico,
principalmente no que se refere ao monitoramento de lesdes. Sendo assim,
poderia ser utilizado no acompanhamento de casos recorrentes ou resistentes
ao tratamento, sem necessidade da utilizacdo de corantes, de reagentes e do

desgaste do bloco de parafina.

Muitos estudos com a espectroscopia Raman sdo realizados em
amostras de tecido ex vivo (KRISHNA et al., 2004; MALINI et al., 2006; GUZE

et al., 2011; CALS et al., 2015). Estes estudos usam amostras congeladas ou
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fixadas com formalina. Com o intuito de verificar quais as diferencas espectrais
que podem ser encontradas entre as andlises de uma amostra, com e sem
fixacdo em formalina, foi realizado um estudo piloto. Neste estudo, realizado
com uma mesma amostra, obteve-se uma analise imediatamente apos a
excisao cirurgica e outra apos 24h de fixacdo em formalina tamponada a 10%,
percebeu-se alteracbes espectrais quanto a deteccdo de picos espectrais
referentes a DNA e proteinas. Este resultado pode servir para delinear estudos

futuros ex vivo com amostras de tecido.

Os resultados deste trabalho reforcam a espectroscopia Raman como
uma tecnologia Optica promissora para ser implantada como método auxiliar no
diagndstico histopatolégico de alteragbes epiteliais. Todavia, mais estudos
devem ser desenvolvidos para validacdo da técnica com amostras maiores e

mais padronizadas.
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