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RESUMO

Novos avangos técnicos cientificos para o entendimento da ascensdo de doengas como o cancer,
podem surgir através da inovacdo de biomarcadores, que permitirdo e auxiliardo no controle da
progressdao da doenca e, consequentemente, no aperfeicoamento da avaliagdo prognéstica. A
Espectroscopia Raman € uma poderosa ferramenta analitica de diagndstico e investigagdo que pode
auxiliar na descoberta da base molecular da doenga e fornecer as informagdes moleculares de forma
quantificaveis e objetivas para o diagnostico e, posteriormente, avaliagao de tratamento. Esta ¢ uma
técnica baseada em vibragdes/rotagdes moleculares que ao serem associadas a ligagcdes quimicas
em uma dada amostra, consegue-se obter informagdes sobre a composi¢do, estrutura e interagdes
intermoleculares. Esta técnica, conhecida como espalhamento Raman, ocorre quando um feixe luz
monocromatico dispersado, interage com um determinado material, resultando que a luz sera
espalhada com frequéncia optica deslocada (para cima ou para baixo) com relagdo a luz incidente,
ocorrendo pequenas trocas de frequéncias especificas do material que estd sendo analisado. Ao
observar a descrigao da intensidade da luz, ela se dispersa inelasticamente em fungao da frequéncia,
sendo que apenas uma Unica impressao digital espectroscopica da amostra de tecido € obtida. Desta
forma, como cada amostra tem uma composi¢ao Unica, o perfil espectroscopico decorrente de
grupos moleculares ativos de Raman de carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucleicos permite
a caracterizacao, discriminacdo e avaliacdo do tipo de tecido. Esta revisdo bibliografica fornece
uma visao geral da teoria da Espectroscopia Raman, técnica usada na indtstria em uma variedade
de aplicagdes, em aplicacdes clinicas, incluindo deteccao de Cancer de prostata, mama, cérebro,

tumorais circulantes e pancreatico.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman, Aplica¢des, Cancer, Diagnostico.



ABSTRACT

New technical scientific advances to understand the rise of diseases such as cancer may emerge
through the innovation of biomarkers, which will allow and assist the control of disease
progression and consequently improve prognostic assessment. Raman Spectroscopy is a powerful
diagnostic and investigative analytical tool that can aid in the discovery of the molecular basis of
disease and provide the molecular information in a quantifiable and objective manner for diagnosis
and subsequently treatment evaluation. This is a technique based on molecular vibrations/rotations
that, when associated with chemical bonds in a given sample, can provide information about the
composition, structure, and intermolecular interactions. This technical analysis, known as Raman
scattering, occurs when a scattered monochromatic light beam interacts with a given material,
resulting in the light being scattered with an optical frequency shift (up or down) in relation to the
incident light, with small frequency shifts specific to the material being analyzed. When looking
at the description of the intensity of the light, it is scattered inelastically as a function of frequency,
and only a single spectroscopic fingerprint of the tissue sample is obtained. Thus, as each sample
has a unique composition, the spectroscopic profile arising from Raman active molecular groups
of carbohydrates, lipids, proteins and nucleic acids allows for tissue type characterization,
discrimination and evaluation. This literature review provides an overview of the theory of Raman
Spectroscopy, a technique used in industry in a variety of applications, in clinical applications

including detection of Prostate, Breast, Brain, circulating tumor and Pancreatic Cancer.

Keywords: Raman spectroscopy, Applications, Cancer, Diagnosis
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INTRODUCAO

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo e ¢ responsavel anualmente por
cerca de 10 milhdes de mortes, segundo a Organizagdo Pan-Americana da Saide (OPAS) em
conjunto com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) em um relatério publicado em outubro de
2020. A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC do inglés International Agency for
Research on Cancer) publicou em fevereiro de 2021 o relatdrio com a estimativa de incidéncia e
mortalidade por Cancer em todo mundo e as projegcdes para 2040, prevendo um aumento de 2
milhdes de mortes a cada 5 anos. No Brasil, segundo dados levantados pelo Instituto Nacional de
Cancer (INCA), que tem como base o Registro de Cancer do Sistema de Informagdes sobre
Mortalidade do Ministério da Saude, o cancer de pele ndo melanoma € o que ocorre com mais
frequéncia, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no Brasil.
Estima-se que para os anos entre 2020 e 2022 os tipos de cancer mais comuns podem ser descritos

em forma de percentual tal qual apresentados na Figura 1:

Figura 1- Distribui¢do Proporcional dos Tipos de Cancer mais incidentes estimados para 2020-2022

Prostata 65.840 292% Homens Mutheres Mama ferminina 66.280 29.7%

Colon e reto 20.520 9.1% Colon e reto 20.470 9.2%
Tragueta, bronquio e pulméo 17.760 7.9% Colo do ero 16.590 74%
Estdmago 13.360 59% Traqueia,brdnquio € pulmao 12.440 56%

Cavidade oral 11.180 50% landut 11.950 5.4%
EsOfago 8.690 39% Estdmago 7.870 3.5%

Bexiga 7.590 34% Ovério 6.650 30%

Linfoma ndo Hodgkin 6.580 29% Corpo do Utero 6.540 29%
Laringe 6.470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 24%

Leucemias 5.920 26% Sistema nervoso central 5.220 23%

Fonte: Estimativa 2020: incidéncia de cancer no Brasil - INCA

Embora existam muitos trabalhos que se dedicam a estudar os mais diversos tipos de
cancer, o diagnostico do cancer ainda continua sendo um dos maiores desafios enfrentados no
campo da medicina. Para Nobrega et al (2016), as principais dificuldades enfrentadas no
diagnostico estdo ligadas a infraestrutura inadequada, a ineficiéncia de algumas técnicas para o
diagnoéstico do cancer e o déficit na qualificagdo profissional.

O desenvolvimento de tumores malignos esta ligado as mutagdes que influenciam os
processos de reconstrucdo do DNA, tais como: fatores biologicos, enddcrinos,

comportamentais/ambientais e vida reprodutiva (INCA, 2019). Os estagios do cancer podem ser
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definidos de acordo com a gravidade da progressdo da doenga, podendo ser resumidos da
seguinte forma: Estdgio 0, que esta restrito na area inicial onde aparece ou seja ainda estdo
contidos nos ductos (carninomas in situ), estdgio 1, o tumor ja se inicia nesta area, contudo sem
comprometimento linfatico, no estagio 2, o tumor ja se espalha, comprometendo o sistema
linfatico, no estagio 3, o nddulo esta espalhado em mais de um tecido, comprometendo o sistema
linfatico, podendo atingir musculos e pele, estagio 4, neste estagio o noédulo esta espalhado por
outros 6rgaos ou em todo corpo e por fim o estagio 5, que ¢ a fase terminal.

Existem algumas técnicas que sdo utilizadas no diagndstico de cancer, geralmente
quando ha a suspeita da doenga, podendo-se destacar: tomografia computadorizada, radiografia,
ressonancia magnética, mamografia, densitometria Ossea, ultrassonografia dentre outros. O
diagnostico por mamografia € o mais utilizado na avaliacdo das mamas, podendo gerar imagens
utilizando Raios-X. Porém, a diferenca para a radiografia esta no material utilizado para gerar a
imagem. Na mamografia utiliza-se de rédio (Rh) ou molibdénio (Mo) enquanto na radiografia
usa-se o material metalico tungsténio (W), além do que a radiografia ¢ indicada para avaliagdo
das estruturas Osseas, pulmonares e articulares e nao ¢ indicada para gestantes. No caso da
ultrassonografia, trata-se de uma técnica que ndo emprega radia¢ao ionizante para que a imagem
seja formada, sendo bastante segura para as mulheres gestantes. Ela se utiliza de ondas sonoras
de frequéncia alta, que quando incidirem nos tecidos ou 6rgaos produzira ecos. Estes sao
convertidos em imagem, ¢ podem ser observados na tela do computador. O exame de
ultrassonografia ¢ o mais indicado do que a radiografia, na avaliagdo dos 6rgaos abdominais,
vasos sanguineos, imagens de tecidos moles, distinguindo cistos cheios de tumores solidos e
liquidos, por causa dos diferentes padroes de eco. Quando comparado a tomografia
computadorizada e a ressonincia magnética, ela ndo consegue detectar um tumor maligno de um
benigno, além de estar limitada em algumas partes do corpo, ja que as ondas ndo conseguem
atravessar os 0ssos € nem a cavidade com o ar. Atualmente, a tomografia computadorizada do
estilo espiral ¢ a mais comumente utilizada, além de utilizar menos radiacao ¢ mais rapida do
que a tomografia convencional, sendo capaz de criar imagens de superficies internas dos 6rgaos,
como, colon (colonoscopia por tomografia computadorizada ou colonoscopia virtual) ou
pulmdes (broncoscopia virtual) e produzir imagens tridimensionais, enquanto a radiografia cria
imagens bidimensionais. Assim como tomografia computadorizada, a ressonancia magnética

pode criar imagens transversais dos 0rgdos internos, contudo se utilizam de imas ao invés de
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radiagdo, bobinas receptoras e ondas de radiofrequéncia para as criarem. Esta técnica ¢ ideal
para localizar alguns tipos de cancer, como tumores cerebrais, 6rgaos abdominais, estrutura do
sistema musculoesquelético e diferenciar se ¢ maligno ou benigno.

Com relagdo aos procedimentos, irdo variar de acordo com cada caso. Quando um
paciente esta com fortes dores de cabeca e com dificuldade de enxergar € solicitado a ressonancia
magnética ou a tomografia computadorizada. Esses testes podem mostrar a presenga, o tamanho
e a localizacao de uma massa andmala, porém, ndo conseguem confirmar se a verdadeira causa
¢ o cancer. Sendo assim, h4 outros procedimentos complementares que podem ser realizados,
como exames de punc¢do lombar para coleta de liquor (fluido incolor presente na medula espinhal
e cavidade do cérebro) e hemograma completo, realizados em laboratério através de amostras
de testes, de sangue e fluidos corporais, para constatar a presenga de marcadores tumorais ou
células malignas. Outro procedimento, ¢ o mielograma, que ¢ a retirada de material da célula
Ossea, realizado sob efeito de anestesia € em um centro cirurgico, este exame tem como objetivo,
analisar a producdo de cé¢lulas sanguineas e a morfologia pela medula 6ssea. Este material sera
analisado por hematologista ou patologista que irdo investigar quais os tipos de canceres como
linfoma, leucemia e mieloma, que estao atacando as células sanguineas. Em casos de pacientes
com dores nas mamas, o médico pode solicitar uma mamografia e uma ultrassom mamaria para
a constatacdo ou nao do nodulo, além de exames laboratoriais como: citologia e hemograma
completo. Ja em casos de dor abdominal, sdo realizados exames endoscopicos, onde através de
um tubo flexivel iluminado, o0 médico insere através da boca, vagina, uretra, anus ou nariz para
examinar os 6rgaos internos. Exemplo ¢ a colonoscopia de um intestino grosso e a gastroscopia
do estdmago. Em cancer de pele ndo melanoma, além de exames clinicos, usa-se uma outra
ferramenta importante na detec¢@o de tumores que ¢ a dermatoscopia. Um exame detalhado, que
ao incidir uma luz sobre a pele, tem uma lente auxiliando na ampliagdo do campo entre 6 a 400
vezes o tamanho real.

Porém, geralmente para que se confirme o diagndstico ¢ realizado procedimento
conhecido por bidpsia, que por meio de uma agulha ou cirurgia € retirado um pedaco do tumor,
onde através de exames microscOpicos encontrardo as células cancerigenas ou benignas da
amostra, além de revelar outras informacdes importantes, que podem influenciar o plano de
tratamento proposto. Alguns exemplos como o cancer de prostata que apds o exame de toque

retal e valores de PSA, ¢ realizado a biopsia prostatica por via transperineal ou trans-retal, e o
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cancer de mama que ap6s exames clinicos e de imagem, a bidpsia ¢ recomendada para a retirada
de um fragmento do nddulo. Essas amostras podem ser de um pedago de tecido, todavia as vezes
exame de sangue seja adequado como no caso para a detecgdo de leucemia. Este procedimento
¢ 0 mais comum, ja que ndo ha necessidade de hospitalizacdo por se tratar de um procedimento
ambulatorial. Corta-se um pequeno pedaco do tecido com um bisturi e usando uma agulha oca
os médicos recolhem a amostra se utilizando da ressondncia magnética ou da tomografia
computadorizada para se guiarem. Por ser geralmente doloroso, os pacientes recebem anestésico
local.

Lima (2019) ressalta que ¢ de suma importancia o desenvolvimento de novas estratégias
e tecnologias, que diminuam a frequente exposicao a radiagdes, traumas psicolégicos e fisicos e
que produzam uma melhoria consideravel nos equipamentos € componentes de diagndstico de
canceres. Sendo assim, alguns métodos experimentais tém fornecido contribuigdes notaveis no
campo da quimica, biologia e fisica. Por causa da sua versatilidade, rapidez e cariter ndo
destrutivo, € possivel destacar a Espectroscopia Raman (ER) uma das mais importantes técnicas
analiticas disponiveis. Esta técnica esta relacionada com as transi¢des rotacionais e vibracionais
de moléculas, proveniente da interacdo da matéria com uma radiagdo monocromatica, sendo
ainda ndo invasiva, ndo destrutiva, imprescindivel para o uso em diagndstico. Esta ¢ fundamental
para o diagnostico da composi¢ao quimica de tecidos e células, tendo a capacidade de sondar os
estados vibracionais fundamentais de biomoléculas e desta forma conseguir uma abordagem
optica nao destrutiva.

Neste sentido, a técnica de Espectroscopia Raman se revela uma poderosa ferramenta,
podendo ser aplicada ainda em diversas areas como: mineralogia, polimeros, semicondutores,
ciéncia forense, farmacéutica, corrosdo entre outros, ndo sendo necessario o uso de reagentes ou
a necessidade de preparo da amostra. Para Melo (2018), a técnica vem sendo utilizada
particularmente no campo da biologia ou medicina, para as andlises de tecidos biologicos,
andlises histopatologicas, na exploragdo de atributos bioquimicos dos 0ssos e bidpsia in vivo,
auxiliando na detecgdo de varios tipos de cancer. Além da capacidade de demonstrar alteragdes
espectrais em termos de metéstases Osseas iniciadas por alguns tipos de cancer como: mama e
prostata. Para autores como Esmonde-White et al. (2012) e Nyman et al. (2012) a espectroscopia
Raman ¢ utilizada para investigar a estrutura e composi¢cao do osso metastatico, caracterizando

as suas alteracdes quimicas oriundas de algumas doengas. Deste modo, a Espectroscopia Raman
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em relacdo as demais tecnologias Opticas ¢ necessaria para o diagndstico precoce de tumores
Osseos, além de alta precisdo, tolerancia e ultra sensibilidade com amostras aquosas em curto
tempo de aquisi¢do dos espectros ou analises.

Apesar da Técnica de Espectroscopia Raman ser uma técnica potencialmente
importante no diagndstico de cancer, conforme explanado anteriormente, trata-se ainda de uma
abordagem pouco conhecida, devido ao reduzido nimero de trabalhos que se dedicam a fazer a
utilizag¢do da técnica. Além disso, ndo existem muitos trabalhos que sintetizem o uso e avangos
destas técnicas no campo diagndstico de cancer. Diante disso, neste trabalho objetivamos fazer
uma revisao bibliografica, de carater sistematico, descrevendo os principais avangos da técnica
de espectroscopia Raman no diagnoéstico de cancer. Para isso, inicialmente, no Capitulo 1 desse
trabalho, apresentamos a fundamentacao teorica do Espalhamento Raman, que inclui a discussao
do ponto de vista classico da Fisica que explica o efeito de Espalhamento. Em seguida, no
Capitulo 2, apresentamos a metodologia empregada para esta revisdo. No Capitulo 3, ¢
apresentado o estudo de revisao a partir dos artigos pesquisados, no periodo entre 2017 - 2022,
no banco de periddicos da Capes. Por fim, no Capitulo 4 sao apresentadas as conclusdes finais

e perspectivas futuras para este trabalho.

CAPITULO 1 - FUNDAMENTACAO TEORICA

Conforme previamente discutido, no capitulo introdutério, a técnica Raman ¢ uma
poderosa ferramenta que pode ser utilizada para identificar grupo moleculares como
biomarcadores associados ao Cancer. Nesse sentido, compreender como o espalhamento
inelastico da luz ocorre ¢ fundamentalmente importante para uma leitura e interpretacao dos dados
obtidos através dessa técnica. A frequéncia da radiagdo muda ao interagir com as moléculas
vibrantes dentro de um material e revela as caracteriticas das vibracdes destes grupos moleculares.
Assim, neste Capitulo, apresentaremos uma descrigdo geral da teoria classica do espalhamento
Raman a partir do estudo do campo elétrico interagindo com a matéria. Assim, tanto a radiacao

eletromagnética como o sistema material serdo tratados classicamente.

1.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica que vem sendo utilizada para identificacdo e

estudo diagnostico de diversos canceres além de poder ser aplicada com meio de explorar as
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propriedades de inimeros materiais (organicos e inorganicos). Neste sentido, a seguir veremos o
método experimental em espectroscopia Raman e suas notdveis contribuigdes para a quimica,
fisica e biologia, antes apenas teoricamente estudados, destacando sua rapidez, cardter ndo

destrutivo e versatilidade.
1.1.1 Historico

A técnica de espectroscopia Raman ¢ uma forma de espectroscopia Optica que a partir
de suas transi¢des vibracionais no material e com aplicagdes de identificagdo molecular auxiliam
na investigacao da estrutura e propriedade da molécula observada. Esta técnica ¢ baseada em um
tipo de espalhamento inelastico observado quando ha a interacdo da luz com a matéria, previsto
por Smekal em 1923 e observado pela primeira vez experimentalmente por Raman em 1928.

Chandrasekhara Venkata Raman, desde crianga se interessava por contetidos cientificos
e logo tornou-se professor de Fisica na Universidade de Calcutd. Raman utilizou-se de materiais
e equipamentos simples que estavam ao seu dispor para explorar seus estudos sobre a luz. Ele
observou que um feixe de luz monocromatico que viajava através de varios liquidos, se espalhava
de varias formas, causando uma série de linhas de diferentes intensidades vibracionais. Este
experimento lhe renderia em 1930, o Prémio Nobel em Fisica.

A técnica desenvolvida por Raman utilizava-se como fonte de excitacdao a lampada de
mercurio, que era equipada com um filtro, de modo a transmitir uma limitada extensdo de
comprimento de onda. Contudo, ap6s o desenvolvimento dos lasers nos anos 60, os quais se
tornariam fontes de excitagcdo ideais para os espectrometros. Devido as suas caracteristicas de
serem praticamente monocromaticos, os comprimentos de ondas indesejados eram eliminados
por monocromadores, além do que, o feixe de luz produzido pelo laser era praticamente
polarizado linearmente, possuindo em sua maioria didmetro pequeno, ajudando no estudo de
cristais e amostras. Atualmente os lasers mais utilizado sdo os gasosos, principalmente os de

Argonio (Ar) e Kriptonio (Kr) (BARELLI, 2020).

1.1.2 Efeito Raman

De acordo com Santos et al (2019) a luz ¢ uma onda eletromagnética com comprimento
dentro do espectro visivel ao olho humano e radiagdo monocramdtica ao incidir sobre um

material, haverd uma interacdo onde os fotons incidentes excitam a molécula que estava



21

inicialmente em um estado vibracional eletronico fundamental para um estado virtual

(intermedidrio), no qual se recupera rapidamente (cerca de 107'%s), através de trés formas distintas.

Figura 2 - Trés tipos de processos de espalhamento que podem ocorrer quando a luz interage com uma molécula.

Espalhamento
Anti-Stokes
) .

laser

Espalhamento
Stokes
> A

Espalhamento Laser

Fonte: Santos et al., 2019.

Na figura 2 observamos na primeira forma que o espalhamento ocorre elasticamente (Rayleigh), ja
que se emprega o principio da conservagao de energia, uma vez que o foton € espalhado sem softer alteracdo
em seu comprimento de onda, ou seja a energia € a mesma apds a sua interagdo. Nas outras ha um espalhamento
elastico (efeito Raman), que € a alteragdo do nivel energético, que acontece quando a molécula ao retornar do
seu estado virtual ao fundamental adquiri mais ou menos energia quando comparado ao seu nivel inicial.

Vespectro = Vincidente + Vvibracional . Anti Stokes

Vespectro = Vincidente — Vvibracional - Stokes

A nomenclatura Stokes e Anti Stokes da-se de acordo com a lei de Stokes, onde diz que a frequéncia
da luz fluorescente € sempre menor ou igual a frequéncia do feixe incidente. Implica-se que os Stokes s3o os que
correspondem a lei, e os Anti Stokes sdo as opostas. Deste modo, na espectroscopia Raman a frequéncia de

vibragad (um) é medida como uma diferenca do feixe incidente (uo).
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O espalhamento Raman pode ser explicado através da teoria classica, onde a intensidade de um campo

elétrico (E ) de uma onda eletromagnética, varia em fungao do tempo (t), conforme a equagao abaixo:

|§| = E, cos(2mvyt) (1.0)

Sendo Eo a amplitude da vibragao, e Vo a frequéncia do laser. Se uma molécula diatdmica € irradiada
por essa onda, um dipolo eletronico € induzido

|P| = |§| = E, cos(2nv,t) (1.1)

a ¢ uma constante de proporcionalidade, e ¢ chamada de polarizabilidade, sendo que esta grandeza
relaciona o quanto a molécula ¢ suscetivel ao campo aplicado. Se a molécula estiver vibrando com uma

frequéncia Vi a distancia entre os nucleos (q) € escrita como:
q = qo cos(2mvpy,t) (1.2)

Naqual o ¢ aamplitude maxima da vibragdo. Para pequenas amplitudes, & ¢ uma funcdo linear de

q. Assim podemos expandir a em série de Taylor:

(52)
— + = + ...
a = 3 Oq (1.3)

Jda
Neste caso &g € a polarizabilidade da posicao de equilibrio, e (E) ¢ a taxa de mudanga
0

de @ em fungao da variacao de q, em relacdo a posi¢ao de equilibrio. Substituindo a equagao

1.2 na equacgdo 1, obtém-se:

|P| = aE, cos(2mvot)
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— oy
|P| = agEy cos(2mvyt) + (%> qEo cos(2mv,t)
0

combinando agora com a equagdo 1.1,

|P| = aOET, cos(2mvyt) + qOE; cos(2mvyt) . cos(2mvy,t)

— 1/0a
|P| = agEq cos(2mvpt) + = (—

> aq) qoEo{cos[2m (v + vip)t]cos[2m (Vo — v )t]}

0

De acordo coma Teoria Classica, o primeiro representa o espalhamento Rayleigh, ja que o dipolo que
irradia a luz de frequéncia uo, ou seja, a frequéncia espalhada ¢ a mesma incidente, enquanto no
segundo termo, ocorre o espalhamento Raman com frequéncias uo + um € o espalhamento anti-

Stokes e uo — um € o espalhamento Stokes.

1.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN DE SUPERFICIE APRIMORADA (SERS)

A espectroscopia Raman de superficie aprimorada (SERS) ¢ uma técnica altamente
sensivel que aprimora o espalhamento Raman de moléculas suportadas por alguns materiais
nanoestruturados. O SERS permite a impressao digital estrutural de analitos de baixa concentracao
através da amplificacdo mediada por plasmon de campos elétricos ou aprimoramento quimico.
Devido a sua altissima sensibilidade e seletividade, o SERS tem uma vasta gama de aplicagdes em
quimica de superficie e interface, catalise, nanotecnologia, biologia, biomedicina, ciéncia de
alimentos, andlise ambiental e outras areas. Aplicacdes recentes de SERS em varios campos de
pesquisa sdo entdo destacadas, incluindo reagdes de superficie de sondagem e transferéncia de
carga interfacial, caracterizacdo estrutural e sensoriamento quimico/biologico. Além disso,
reprodutibilidade espectral, limitagdes técnicas do SERS e possiveis otimiza¢des sdo discutidas
para fornecer aos leitores orientagdes metodologicas para o desenho racional de estudos
relacionados.

A Espetroscopia Raman Amplificada por Superficie (do inglés “Surface Enhanced Raman

Spectroscopy”, SERS) ganha destaque recentemente dentre as técnicas de intensificacdo de sinal,
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devido sua resolugdo da ordem de yoctomol (102* mol) enquanto que para a espectroscopia
Raman convencional, a resolugio é da ordem de milimol (10~ mol), além do fato, de que o aparato
experimental utilizado em SERS, em nada difere do aparato experimental da Espectroscopia
Raman Convencional, a diferenga encontra-se apenas na preparagdo da amostra em SERS para
analise, a qual serd retratada posteriormente (MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019;
STILES et al., 2008)

CAPITULO 2 - METODOLOGIA

A metodologia adotada abrangeu pesquisa de carater exploratorio e descritivo, com uma
abordagem qualitativa e os meios de investigagdo foram bibliografica.

Gil (2007), quanto aos objetivos do projeto, a pesquisa exploratéria visa ampliar o
conhecimento expondo seus pontos principais. Segundo o autor tal método explora o fato buscando
dar maior ciéncia sobre o assunto abordado.

Na pesquisa descritiva realiza-se o estudo, a analise, o registro e a interpretacao dos fatos
do mundo fisico sem a interferéncia do pesquisador. Sao exemplos de pesquisa descritiva, as

pesquisas mercadologicas e de opinido (Barros & Lehfeld, 2007).

Segundo Godoy (1995):

A pesquisa qualitativa ndo procura enumerar e¢/ou medir os eventos estudados, nem
emprega instrumental estatistico na analise dos dados, envolve a obtengdo de dados
descritivos sobre pessoas, lugares e processos interativos pelo contato direto do
pesquisador com a situac¢do estudada, procurando compreender os fendmenos segundo a
perspectiva dos sujeitos, ou seja, dos participantes da situagdo em estudo (p. 58).

A pesquisa de natureza qualitativa foi desenvolvida a partir do levantamento de artigos
relacionados a tematica. Uma pesquisa qualitativa acredita no valor da opinido dos individuos que
compdem o sistema organizacional, sem preocupar-se com estatisticas e sim com conteido que ird
compor a aprendizagem.

Segundo Lakatos e Marconi (2004, p. 69) “a metodologia qualitativa preocupa-se em
analisar e interpretar aspectos mais profundos, descrevendo a complexidade do comportamento
humano”.

Nesse tipo de estudo, foca-se no levantamento de dados a partir da leitura documental e



25

de relatorios de gestdo e avaliagdo e dos marcos regulatorios que definem os pardmetros e os
objetivos da politica, tendo como pano de fundo os objetivos pensados por seus formuladores e os
modos de como foram executados esses planejamentos.

Nas defini¢des de Zanella (2009, p. 82) a pesquisa bibliografica “se fundamenta a partir
do conhecimento disponivel e fontes bibliograficas, principalmente livros e artigos cientificos”.
Logo se subtende que a pesquisa bibliografica se utiliza de modelos tedricos escritos por autores
qualificados sob determinado conteudo.

Desse modo caracterizam-se um estudo bibliografico como métodos de investigagdao que
se apoiam em livros, artigos e internet. Sobre esse tema, temos o pensamento de Boccato (2006, p.

266),

A pesquisa bibliografica busca a resolu¢do de um problema (hipétese) por meio de
referenciais tedricos publicados, analisando e discutindo as varias contribuicdes
cientificas. Esse tipo de pesquisa trara subsidios para o conhecimento sobre o que foi
pesquisado, como e sob que enfoque e¢/ou perspectivas foi tratado o assunto apresentado
na literatura cientifica. Para tanto, ¢ de suma importancia que o pesquisador realize um
planejamento sistematico do processo de pesquisa, compreendendo desde a definigdo
tematica, passando pela construcdo logica do trabalho até a decisdo da sua forma de
comunicacdo e divulgagio.
Segundo Gil (2007), a pesquisa bibliografica ¢ desenvolvida a partir de material ja
elaborado, constituido principalmente de livros e artigos cientificos. Embora em quase todos os
estudos seja exigido algum tipo de trabalho desta natureza, ha pesquisas desenvolvidas

exclusivamente a partir de fontes bibliograficas

2.1 INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Inicialmente, para definir o grupo de artigos de partida que seriam utilizados no estudo da
revisdo, nos utilizamos o acervo de periddicos da Capes como banco de pesquisa. Para garantir
uma melhor delimitagdo do tema de interesse, e adequado recorte temporal, nos utilizamos os filtros
de pesquisa para encontrar resultados entre os anos de 2017-2021, utilizando como palavras-chaves
(em inglés) no titulo: Raman, Cancer e Diagnosis. Foram encontrados como resultado um total de
50 artigos, do quais 02 (dois) artigos foram desconsiderados tendo em vista estes serem do tipo
review ¢ 07 (sete) artigos por estarem indisponiveis para acesso. A intengdo, neste primeiro

momento, era de coletar o maior nimero de informag¢des com relagao a tematica abordada.
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Apds a delimitac@o dos artigos a serem revisados, os mesmos foram agrupados conforme
o tipo de Cancer que era abordado em seu estudo. Assim, na tabela 1 ¢ apresentado a quantidade
de artigos encontrados no que diz respeito ao tipo de cancer investigado por ER considerando os
ultimos 5 anos. Particurlamente, considerando a especificidade, o Cancer de mama, neste recorte

temporal, apresentou o maior nimero de estudos, totalizando 5 artigos cientificos.

Tabela 1- Caracteristicas gerais dos estudos incluidos na revisdo bibliografica

Tipo de Cancer Quantidade
Cancer 13
Cancer de Mama 5
Cancer de Boca 4
Cancer de Pulmao 4
Cancer de Figado 4
Cancer Colorretal 4
Cancer de Pele 3
Cancer de Tiredide 2
Cancer de Bexiga 2
Cancer de Cabeca 1
Cancer de Intestino 1
Cancer de Ovario 1
Cancer de Utero 1
Cancer do Esofago 1
Cancer de Rins 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
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O estudo foi realizado a partir do levantamento de referéncias tedricas e documentais ja
analisadas, publicadas e atuais por meios escritos e eletronicos - como livros, artigos cientificos,
revistas, paginas de web sites e outros. Os dados acolhidos, tem como bases no ano de 2017 até o

ano de 2021.

A primeira sele¢do foi através de uma pesquisa bibliografica e documental para analisar

a aplicacdo da Técnica de Espectroscopia Raman no diagnostico de Cancer.

A segunda selecao foi exploratoria e descritiva, tendo em primeiro momento uma
catalogacdo dos tipos de cancer, para que facilite na hora do estudo. Em um segundo momento,
houve a exploragdao dos trabalhos onde foram evidenciados a utilizagdo da Técnica Raman no

diagnostico do cancer.

Esses dados quando possivel foram confrontados com outros tipos de diagnosticos de
Cancer. A analise qualitativa se deu pela selecao de descrigdes e trechos importantes extraidos dos
autores, analises documentais e das concepcdes epistemoldgicas com a ideia de compreender as

particularidades de cada situacao.

CAPITULO 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER

Guerrini (2019), diz que a significativa heterogeneidade fenotipica, genética e molecular
do cancer apresenta desafios para definir e caracterizar com precisao a doenga em um determinado
estado. Como resultado, esforcos significativos foram concentrados na identificacdo de bancos de
dados maiores de informagdes especificas e confidveis de biomarcadores' quantitativos de cancer
para o melhoramento no diagndstico de cancer, prognostico e avaliacdo de risco prever/monitorar
a resposta ao tratamento. Além disso, o biomarcador de um tumor, na maioria dos casos nao fornece
uma classificacdo e discrimina¢cdo da doenca. Sendo assim, atualmente o foco da pesquisa do
cancer ¢ o desenvolvimento de ferramentas analgésicas sensiveis para a caracterizagdo
multidimensional rdpida e econdémica de biomarcadores a fim de produzir uma assinatura

molecular especifica da malignidade. Na tltima década, as abordagens da nanotecnologia surgiram

! Geralmente, refere-se a proteinas, genes e outras moléculas que influenciam como as células cancerosas crescem, se
multiplicam, morrem e respondem ao tratamento.
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como ferramentas promissoras para novos desafios na pesquisa do cancer, com foco na tradugao
eficiente da compreensdao mais avancada da biologia do cancer em aplicagdes clinicas. No campo
da nanociéncia, a Espectroscopia Raman amplificada por superficie -SERS (do inglés, Surface
enhanced Raman spectroscopy) tém recebido atengdo na area de biossensores. A ressonancia
plasmonica de superficie localizada - LSPR (do inglés Localized Surface Plasmon Resonance), que
ao serem excitadas em uma superficie de metais nanoestruturados com luz, causa uma
intensificacao massiva do espalhamento Raman de moléculas na vizinhanga da superficie metalica.
Este efeito resulta em uma técnica espectroscopica ultrassensivel aprimorada, que preserva a
complexidade estrutural e flexibilidade experimental da espectroscopia Raman. O SERS esta
gradualmente se movendo para o campo de aplicagdes biomédicas viaveis, a medida que avangos
impressionantes nas técnicas de instrumentacdo e nanofabricagdo permitem a engenharia de
nanomateriais plasmonicos® bem ajustados.

Desta forma, apresentamos as principais abordagens estratégicas adotadas para a
implementagao de sensores SERS e outros meios de diagnostico, prognostico € monitoramento do
cancer nesta revisao. Mostraremos exemplos relevantes e recentes enquanto discutimos as
principais vantagens e limitagdes atuais da técnica.

3.1.1 Cancer de Boca

O carcinoma de células escamosas da cavidade oral ou cancer de boca € um tumor comum
no mundo todo. De acordo com INCA (2020), estima-se que no tri€énio 2020-2022 sejam
diagnosticados no Brasil cerca de 11.180 homens e 4.010 mulheres para cada ano do triénio. A
maior frequéncia ocorre na lingua, amigdalas, assoalho da boca e gengivas. A idade média das
pessoas diagnosticadas com cancer de boca ¢ de 63 anos, sendo ligeiramente mais frequente em
pessoas de raga branca do que nas de ragas preta e em homens. Ainda no Brasil, a maioria dos casos
sdo diagnosticados em seu estagio avancado, tendo variagdes regionais significativas tanto na
mortalidade quanto na incidéncia.

Segundo Melo (2018), atualmente, o0 método mais comum de diagndstico € através de

exames histopatologicos®, que por muitas vezes esta limitado a erros inter e intra observador* e de

2 £ uma 4rea que estuda como o campo eletromagnético pode ser confinado em dimensdes de mesmos tamanhos ou
menores que o comprimento de onda.

3 Consiste na andlise microscopica dos tecidos para a deteccdo de possiveis lesdes existentes, com a finalidade de
informar ao clinico a natureza, a gravidade, a extensdo, a evolu¢do ¢ a intensidade das lesdes, além de sugerir ou até
mesmo confirmar a causa da afecgao.

4 S4o erros resultado da falta de clareza do critério da medida, treinamento ou de interpretagdo.
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amostragem. Porém, a técnica de espectroscopia Raman surgiu com um método biofisico, baseado
no espalhamento ineldstico da luz que pode identificar as impressoes digitais bioquimicas de
compostos salivares, mostrando-se precisa para o diagnostico de varias doengas, incluindo cancer
oral e cancer de orofaringe, com alta especificidade quimica.

Falamas et al. (2021), recentemente realizou um estudo de diagndstico de cancer de boca
e orofaringe a partir de amostras de saliva usando técnicas micro-Raman e espectroscopia de
infravermelho (FT-IR). Para isso, amostras de saliva foram coletadas de doadores saudaveis e
pacientes com cancer oral e orofaringeo confirmados patologicamente. A utilizacdo da
espectroscopia Raman para diferenciagdo entre pacientes com cancer de boca e saudavel foi
possivel, através da comparagdo de suas taxas de classificagdo. Com base nas diferencas entre os
espectros das salivas de pacientes saudaveis e com cancer, varias bandas de biomarcadores foram
identificadas. Na figura 4, sdo apresentados os espectros Raman médios caracteristicos das salivas
dos doadores saudaveis do sexo masculino e feminino, juntamente com o espectro que representa
a diferenca entre eles logo abaixo. Como pode ser observado, os espectros mostraram locais de
pico semelhantes, formas e intensidades relativas. Ao olhar mais de perto, varias pequenas
diferencas podem ser identificadas, principalmente relacionadas a intensidade relativa do pico, mas
também a sua posicao. Modificagdes de localizacdes de pico foram observadas, por exemplo, para
a banda de lisozima em 528 cm™! no espectro Raman de voluntarios do sexo masculino, que muda
para 533 cm™ no espectro Raman caracteristico de voluntarios do sexo feminino. Além disso, a
diferenca entres os espectros masculinos e femininos revelou varias bandas principais, que podem
atuar como potenciais biomarcadores que discriminam as duas classes em 754, 927, 1001 e 2064

cm™.

Figura 3- (a) Média dos espectros micro-Raman caracteristicos dos voluntarios saudaveis do sexo feminino e
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masculino e o espectro de diferenga calculado.
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Assim, com base nas diferencas entre os espectros salivares de pacientes saudaveis e com

cancer, varias bandas de biomarcadores puderam ser identificadas. Destacou-se, por exemplo, que
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uma banda significativa de biomarcador vibracional em 2064 cm™, que pode ser atribuida ao
tiocianato, foi observada tanto através da técnica de espectroscopia infravermelho (FT-IR) como
espectroscopia Raman. Outras bandas Raman caracteristicas do cancer foram observadas em 754
cm’! (triptofano), 530 e 927 cm™ (lisozima®), 1001 cm™ (fenilalanina®), enquanto a banda do
biomarcador FT-IR estava localizada em 1075 cm™ (correspondendo ao estiramento das ligagdes
fosfodiéster no DNA, RNA). Portanto, a andlise Raman tem a capacidade de detectar modificagdes
biomoleculares relacionadas a presenga de lisozima e triptofano em taxas reduzidas das amostras
e a fenilalanina que apresenta taxas em niveis mais altos. Portanto, o estudo de Falamas et al.
mostrou que o cancer de boca e orofaringe podem ser diferenciados a partir da andlise da saliva
com base em suas respectivas assinaturas espectrais de micro-Raman e FT-IR, devido as

modificagdes biomoleculares induzidas pela doenca.

A cirurgia de cancer bucal ¢ dificil, pois se tem a necessidade de buscar o equilibrio entre
manter o maximo de tecido possivel, por questdes de estética e funcionamento e remover o
suficiente do tumor, para que ndo venha a existir recorréncia. Dai a necessidade da utilizagcdo da

espectroscopia Raman, para discriminar entre o tecido saudavel e/ou tecido canceroso.

3.1.2 Cancer Colorretal

O cancer colorretal (CCR) ¢ o terceiro cancer mais diagnosticado em todo o mundo e
também ¢ uma das principais causas de morte relacionada ao cancer em homens ¢ mulheres. A
progressao do CCR ¢ lenta e ocorre frequentemente no colon, mas o risco aumenta com a idade. A
idade ¢ significativa, sendo recomendada a triagem CCR a partir dos 50 anos (Noothalapati et al,
2021).

A incidéncia esta concentrada nos paises desenvolvidos, embora a taxa esteja aumentando
rapidamente nos paises em desenvolvimento. A detec¢do precoce do CCR ¢ fundamental para a
redu¢do da morbidade e mortalidade. Colonoscopia ¢ o método mais utilizado na triagem, embora
nao seja frequentemente usado devido as consideragdes praticas, como custos incorridos, falta de

pessoal e infraestrutura.

5 S0 proteinas que permitem o bom funcionamento dos olhos e outros mucosas, além de evitar doengas.
¢ Sdo aminoacidos absorvidos em alimentos, geralmente laticinios e carne, além de ser essencial para o crescimento
de células cancerosas.
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Para Hong et al. (2019), a aplicagdo do SERS ¢ bastante 1til para o diagndstico rapido de
patdgenos e estado bioldgico anormal. E para que os perfis de SERS se tornem mais fortes e
estaveis amplificando o seu sinal, deve-se utilizar de um pré-tratamento empregando
nanoparticulas de ouro misturando-se com o soro de pacientes com cancer colorretal, desta forma,
a gota da mistura forma-se uma regido na superficie que parece um anel de café na borda. Esses
espectros obtidos de pacientes com cancer e voluntarios saudaveis quando analisados através da
maquina de vetor de suporte - SVM (do inglés, Support Vector Machine), apresentam melhor
desempenho na classificagdo de diagnosticos de CCR do que o modelo PCA (Andlise de
Componentes Principais), uma técnica de andlise multivariada, usada para analisar relacdes entre
um grande numero de variaveis. Na figura 6, os espectros SERS de amostras de soro sanguineo
coletadas, mostram um espectro Raman aprimorado com proeminentes sinais (Figura 5A-B).
Observa-se, que os espectros de grupos saudaveis e de cancer compartilham varias caracteristicas
comuns do SERS, enquanto existem diferengas particulares entre os dois grupos. Para obter uma
visao geral dos espectros, primeiro analisamos a diferenga entre espectros médios de grupos

saudaveis e com cancer, como mostrado na Figura 5C.

Figura 4 — Espectros SERS médios (linhas so6lidas) de amostras de soro sanguineo do (A) cancer e (B) grupo
saudavel. A area cinza ilustra a distribuigdo de todos os espectros no grupo. (C) A intensidade diferenga entre os
espectros médios em (A) e (B) em fungdo do nimero de onda.
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Fonte: Hong et al. 2019.

As figuras 6 e 7, quando justamente analisadas, mostram que devido a limitacdo da

sensibilidade’ e especificidade® do CEA (antigeno carcinoembriondrio) ¢ necessaria uma

abordagem sinérgica combinando os sinais de SERS e CEA. Desta forma, notavelmente o modelo

alcanga desempenho superiores aos demais métodos.

Figura 5 - (C) Curva caracteristica de operag@o do receptor (ROC) de trés tipos de métodos de classificac¢do. Os
valores da area sob a curva (AUC) sdo calculados.

(C),
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Fonte: Hong et al. 2019.

7 Corresponde ao percentual de resultados positivos dentre as pessoas que tem uma determinada doenga ou condigdo

clinica.

8 E a capacidade do mesmo teste ser negativo nos individuos que ndo apresentam a doenga que esta sendo investigada.
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Figura 6 - Pardmetros de previsdo de métodos de classificagdo variados

Parameters
Classification Method _ _
Agcuracy Sensitivity Specificaty
SVM 20.8% 87.5% 100%%
CEA-based Analysis 54.1% 49 (% T7.1%
SVM + CEA 01.8% 90.0%: 1003

Fonte: Hong et al. 2019.

Os parametros, incluindo precisdo e sensibilidade acima de 80% sdo alcancados através
do modelo de previsdo empregando a maquina de vetor de suporte (SVM). Além disso, a
combinacdo dos parametros SERS e CEA do exame de sangue oferece resultados de previsao
aprimorados, aumentando a precisdo e a sensibilidade para mais de 90%. Para Hong et al. (2019),
no futuro, a acumulagcdo continua de dados do sujeito e a incorporacao de outros dados de
parametros biologicos podem contribuir para a melhoria deste método.

Zheng (2019), ratifica o uso da técnica da ER, onde diz que ¢ uma ferramenta
potencialmente util para futura triagem de CCR que pode ser usada para auxiliar os médicos a
tomar decisOes rapidas, objetivas e claras. Ele também diz que a técnica tem o potencial de ser
bastante precoce na detecgdo de CCR, que pode ter um impacto significativo, reduzindo a

incidéncia e melhorando as taxas de sobrevivéncia de cancer colorretal.

3.1.3 Cancer de Cabeca

Para dar o melhor tratamento cirurgico para tumores cerebrais juvenis, ¢ necessario um
diagnostico histologico preciso. Os procedimentos histologicos intraoperatorios atuais sdo
demorados e trabalhosos e, frequentemente, geram artefatos que dificultam a interpretagdo. De
acordo com Hollon ef al. (2018), pode-se avaliar a capacidade do SRH (do inglés, stimulated
Raman histology) de ser utilizado no diagnostico intraoperatdrio de tumores cerebrais do tipo
pediatrico. Através da utilizagdo desta técnica foi realizado um estudo para expor as caracteristicas
diagnoésticas primarias em tecido fresco obtido a partir de 33 tipos de amostras de tumores cerebrais
pediatricos, mantendo a citologia tumoral e a histoarquitetura em todos os espécimes. Em uma

simulagdo de consulta intraoperatdria de 25 pacientes, as amostras foram digitalizadas usando SRH
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e métodos convencionais histolégica com hematoxilina e eosina (H&E)’. Umas concordancias
diagnosticas quase perfeitas com precisdo de 92% a 96% foram alcangadas com diagnosticos
baseados em SRH. Na figura 8, demonstra-se a utilizagao de alguns desses métodos convencionais

e o método SRH.

Figura 7 - A, imagem de ressonancia de germinoma (células germinativas) de fossa posterior. B, A preparagdo
SMEAR, mostra as grandes células. C, o corte congelado do germinoma. D, a FFPE H&E mostra grandes células. E,
semelhante & imagem FFPE, os principais recursos de diagnostico sdo mostrados em SRH.

Smear H&E Frozen H&E FFPE H&E

e s
L i B ' .
Histologia Estimulada Raman
i HLT TR e

Fonte: Hollon et al. 2018.

No método B, mostra-se as células germinativas com abundante citoplasma espumoso rico

® E a principal coloragdo em anatomia patologica e provavelmente a mais utilizada em histologia. Permite a
visualizagdo de varios constituintes celulares, nomeadamente do nucleo, citoplasma e tecido conjuntivo.
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em glicogénio'® (circulo amarelo), misturado com pequenos linfocitos reativos'! (circulo azul)
adjacentes aos vasos sanguineos (setas vermelhas). No método C, ap6s o congelamento as
caracteristicas citologicas essenciais do germinoma sdo interrompidas, limitando severamente a
interpretagdo. O D, mostra as grandes células tumorais com nucléolos proeminentes e linfocitos
maduros adjacentes aos vasos sanguineos (setas vermelhas). No método E (SRH), o diagndstico ¢é
mostrado com citologia de espécime preservada e histoarquitetura, permitindo interpretagdo sem
impedimentos e diagndstico histopatologico preciso.

Como resultado, uma abordagem histolégica quantitativa baseada na extragdo rapida de
caracteristicas de imagem foi criada utilizando imagens de SRH. Usando recursos de imagem SRH,
o modelo classificou corretamente 25 tipos de cirurgias pediatricas frescas amostras em tecido
normal versus tecido lesionado e de baixo grau versus tecido tumores de alto grau com 100% de
precisdo. As descobertas mostram como o SRH pode fornecer dados histologicos de diagndstico

rapido que podem ajudar na terapia cirargica de tumores cerebrais pediatricos.

3.1.4 Cancer de Pulmao

A detecgdo precoce e o tratamento do cancer de pulmao sao fundamentais para melhorar
as taxas de sobrevivéncia dos pacientes com cancer. No entanto, métodos de deteccao reais, como
tomografia por emissdo de positrons (PET)!? e tomografia computadorizada (TC) tém limitagdes
significativas que afetam sua capacidade de diagnostico e eficacia no tratamento do cancer de
pulmao. Como resultado, hd uma necessidade urgente de um relatério rapido, preciso, com pregos
razoaveis e método de deteccao de cancer de pulmao que seja nao invasivo.

Park et al. (2017), mostram em seu estudo, que devido ao papel dos exossomos'® como
uma carga para a comunicagao intercelular, particularmente na metastase do cancer, evidéncias de

que os exossomos podem ser usados como um indicador nao invasivo de cancer. No entanto, a

obtencdo de resultados confidveis permaneceu dificil devido a exigéncia de um processo de

19 polissacarideo (C¢H;0Os)s € formado a partir de moléculas de glicose, utilizado como reserva energética e
abundante nas células hepaticas e musculares.

1 Os linfécitos reativos ou atipicos sdo linfocitos B ativados que reagem contra virus produzindo anticorpos contra os
virus. No hemograma também ¢ comum leucopenias, trombocitopenias em diferentes graus.

12 £ ym exame de diagnostico por imagem capaz de detectar tumores em todos os lugares do corpo. A sigla PET vem
do inglés e significa "tomografia por emissao de positrons" (particula radioativa).

BEa proteina mais abundante no plasma e corresponde a cerca de 60% da concentragio total de proteinas. E
sintetizada exclusivamente no figado e possui fungdes importantes no organismo, como transporte de diversas
substancias e manuten¢do da pressdo oncdtica.
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rotulagem em altas temperaturas. Desta forma, o espalhamento Raman amplificado por superficie
(SERS) combinado com o método de classificacdo de exossomos altamente sensivel e sem rétulos,
demonstrou em suas analises estatisticas, padroes diferentes de posi¢des de pico e amplitudes do
espectro através das principais analises de componentes (PCA). Na figura 9, mostra as principais
analises de componentes (PCA) de conjunto de dados de exossomos, através de suas dispersdes

distinguindo suas sensibilidades e especificidades.

Figura 8 - Analise de componentes principais (PCA) de conjuntos de dados de exossomos. (a) Grafico de dispersdo
do componente principal com agrupamentos coloridos de controle. (b) Componentes principais do resultado do PCA.
(¢) Os picos Raman relacionados com cada célula alcangada por PCA sdo mostrados no grafico com cores 40 linhas
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Fonte: Park et al. 2017.

Esta andlise de padrdo distinguiu claramente exossomos derivados de células de cancer de
pulmao de exossomos derivados de células normais com 95,3% de sensibilidade e 97,3% de
especificidade, como exposto na figura 9(a). Além disso, com base nos resultados da PCA, pode-
se concluir que essa diferenca foi causada por diferentes sinais SERS de exossomos derivados de
células de cancer de pulmao. Na figura 9(b), a cor em Vermelho na area, indica os deslocamentos
Raman relacionados com exossomos derivados e a regido azul indica os deslocamentos Raman
relacionados com exossomos derivados de células alveolares. Na figura 9(c), compara as células

de controle e células alveolares derivadas do exossomos com os exossomos derivados de células
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de cancer de pulmdo H1299 e H522. Essa descoberta abriu caminho para novos métodos de
diagnostico e classificacdo de cancer de pulmdo em tempo real que usam exossomos como
marcadores de cancer.

Zhang et al (2019), em seu recente estudo utilizou nanoparticulas de prata (AgNPs)
adicionadas a superficie das fatias pulmonares para melhorar os sinais Raman das biomoléculas.
Segundo o autor, o SERS possui uma ampla gama de aplicagdes em biomedicina, particularmente
na deteccdo de sangue tumoral. E que apesar da espectroscopia Raman poder detectar cancer de
pulmdo através de fatias teciduais, suas falhas transversais sdo problematicas. Sendo assim, a
distribuicdo do campo eletromagnético das AgNPs preparadas foi simulada usando o software
COMSOL. O SERS revelou diferencas nas moléculas bioquimicas entre tecidos pulmonares

normais (n = 23) e cancerosos (n = 23) como exposto na Figura 10.

Figura 9 - a) SERS da amostra de fatia de tecido, coberta com AgNPs, de um paciente com cancer de pulmao. (b)
Espectro Raman da mesma fatia de tecido amostra sem AgNPs. (c) o sinal Raman de AgNPs
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Fonte: Zhang et al. 2019.

Na Figura 10(a) mostra alguns SERS fortes enquanto no 10(b) sdo fracos. Sugerindo que
as bandas de Raman foram significativamente aprimoradas pela adi¢do de AgNPs a superficie da
amostra. Na Figura 10(c), ndo ha pico Raman, indicando que a AgNPs sdo relativamente puros e
ndo afetam o sinal da amostra. A sensibilidade e especificidade foram de 95,7% e 95,7%,
respectivamente. Esses resultados mostraram que a andlise SERS de fatia de tecido pode ser de

grande importdncia para a detec¢do sem rétulo e rastreamento do cancer de pulmao.
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3.1.5 Cancer de Tireodide

Segundo Siegel et al. (2016), foram estimados 56.870 novos casos de cancer de tireoide
(CT) nos Estados Unidos apenas em 2016. A CAAF (citologia aspirativa por agulha fina) é o
método mais confiavel, preciso e de baixo custo para a pesquisa inicial de tireoidianos. Porém, o
CAAF ¢ limitado por sua incapacidade de diagnosticar com precisdo a malignidade em lesdes
foliculares e, como resultado, 20 a 30 por cento dos casos sdo classificados como citologicamente
indeterminados, evidenciando uma falha do procedimento. Entdo, a partir de um estudo com a
técnica de espectroscopia Raman, os resultados mostraram-se promissores na detec¢do de uma
variedade de canceres. De acordo com O’Dea et al. (2018), as diferengas na composi¢cao de acidos
nucléicos, lipoproteinas, carboidratos e proteinas em células benignas e cancerosas sdo atribuidas
através de picos provisorios de bandas Raman, identificadas por andlise de variacdo espectral. Estas
diferencas espectrais separam as duas linhagens celulares, através da sensibilidade e especificidade

como consta através da Tabela 2.

Tabela 2 - Desempenho do modelo de classificagdo da linha celular folicular benigna da tireoide das linhagens
celulares TC agrupadas por subtipo TC.

Sensibilidade Especificidade Acurécia

Carcinoma Papilifero de Tireoide 85 79 82
(PTC)

Carcinoma Medular da Tiredide 84 93 89
(MTC)

Carcinoma Indiferenciado (UTC) 77 65 71

Carcinoma Diferenciados de 74 74 74

Tireoide (DTC)

Fonte: O’Dea et al. 2018.

Tendo como resultado a sensibilidade (74-85%), especificidade (65-93%) e acuricia
diagnostica (71-89%) foram todos alcangados para identificagdo de CT. Esses achados sugerem
que a espectroscopia Raman tem potencial para diagndstico pré-operatorio de CT na amostra de
CAAF.

Para Sbroscia et al. (2020), a incidéncia do cancer de tirecoide humana aumentou
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significativamente nos ultimos 50 anos. Isto ¢ acompanhado por um aumento ainda maior da
cirurgia, porque, de acordo com as diretrizes internacionais, 0s pacientes sdo por vezes
encaminhados para cirurgia quando uma aspiracdo fina resulta em um diagndstico citoldgico
indeterminado. Na realidade, apenas 30% das tireoides removidas para diagndsticos tém
malignidade cirurgica, implicando que aproximadamente 70% dos pacientes tiveram remocao
desnecessaria. Assim, a espectroscopia Raman de tecidos de tireoide se mostra como meio de
diagnostico confidvel de cancer. A técnica consegue diferenciar entre tecido saudavel e canceroso
com uma precisao de 90%. Esses resultados sugerem que a espectroscopia Raman pode ser capaz

de exceder os limites diagndsticos atuais.

3.1.6 Cancer de Mama

O cancer de mama tornou-se um grande problema de satide publica, sendo também o
tumor maligno mais comum em mulheres em todo o mundo. Muitos pacientes com cancer de mama
sdo diagnosticados em estagio avancgado, resultando em uma baixa taxa de sobrevida. Como
resultado, a deteccdo precoce e a triagem melhorardo drasticamente as taxas de sobrevivéncia e
reduzirdo as complicacdes em pacientes com cancer de mama. Atualmente, existem muitos
métodos clinicos para detectar o cancer de mama, incluindo mamografia de raios X, ressonancia
magnética (RM), tomografia por emissao de positron (PET) e ultrassonografia. Entre estes, a
mamografia de raios-X continua a ser o principal método de rastreio do cancro da mama. No
entanto, a baixa especificidade da tecnologia de raios X, bem como a dificuldade em detectar
tumores minusculos (menos de 7,5 mm), limitam outras aplica¢des para o rastreamento do cancer
de mama no diagnostico clinico. Além disso, embora a bidpsia ainda seja o método padrao-ouro
para o diagndstico de cincer de mama, sua sensibilidade e especificidade sdo baixas,
particularmente em pacientes com cancer de mama de alto risco com multiplas lesdes suspeitas.

Para Lin et al. (2021), o espalhamento Raman aprimorado por superficie (SERS), surgiu
com uma tecnologia ultrassensivel e ndo invasiva bem conhecida para aplicagdes biomédicas,
incluindo DNA/RNA, proteina e detec¢ao de sangue para células, através de um método rapido e

urgentemente necessario em aplicagdes clinicas. Em seu estudo utilizando a proteina sérica'® que

E a proteina mais abundante no plasma e corresponde a cerca de 60% da concentracao total de proteinas. E sintetizada
exclusivamente no figado e possui fung¢des importantes no organismo, como transporte de diversas substancias e
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¢ comumente usada para avaliar a gravidade do cancer, bem como a progressao e o progndstico foi
combinado com a tecnologia de espectroscopia Raman aprimorada por superficie (SERS) para
detectar cancer de mama. As proteinas do soro humano foram extraidas usando a membrana de
acetato de celulose (AC) de 30 pacientes com cancer de mama e 45 voluntarias saudaveis, e as
proteinas extraidas foram misturadas com nanoparticulas de prata para medicao de SERS. Além
disso, foram avaliados principalmente o uso de varias razdes de mistura de nanoparticulas de
proteina-prata (Ag NPs) para gerar o sinal SERS maximo para deteccao de amostras clinicas. Para
analisar os espectros de proteinas séricas SERS obtidos e estabelecer o modelo de diagnostico,
foram utilizadas duas andlises estatisticas multivariadas, analise de componentes principais -
analise discriminante linear (PCA-LDA) e maquinas de vetores de suporte parcial minimo
quadrado (PLS-SVM) que ¢ um modelo de calibragao multivariada, onde se utiliza da informagao
do espectro inteiro para construcao de dados, relacionado a propriedade de interesse como consta

na Tabela 3.

Tabela 3 - Comparagdo do desempenho diagnostico do PCA-LDA e PLS-SVM.

Diagndstico Espécies Previstas Acuracia | Sensibilidade | Especificidade
Positivo | Negativo
Cancer de
26 4
PCA LDA Mama 84% 86,67% 82,22%
Normal 37 8
Cancer de
27 3
PLS-SVM Mama 94,67% 90% 97,78%
Normal 44 1

Fonte: Lin et al. 2021.

Os resultados mostram que o modelo PLS-SVM supera o modelo PCA-LDA na
classificacdo do diagnostico de cancer de mama, devido ao fato de que o SVM pode mapear os
dados de amostra em um espaco de recurso dimensional mais alto para linearizar (tornar reto) os

limites do conjunto amostral. Esse resultado ainda indicou que a tecnologia SERS de proteina

manutencao da pressao oncotica.
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sérica combinando ao algoritmo de diagndstico PLS-SVM tem potencial como um método rapido
e método diagndstico ndo invasivo para rastreamento do cancer de mama.

Na amostra, foi obtido através do modelo PLS-SVM, uma melhor diferenca diagnostica
entre o cancer e o grupo controle, com uma precisdo diagnostica de 94,67%, tendo o melhor
desempenho na classificagdo do cancer de mama, com um um alto potencial para o diagnostico.

Em outro estudo, Fallahzadeh (2018), tentou melhorar a precisdo da detec¢dao de cancer
baseada em Raman, identificando os melhores recursos Raman usando o algoritmo ACO'”. Foi
usado um sistema micro-Raman de 785 nm para medir 49 espectros de amostras de tecido mamario
normal, benigno e canceroso no estudo atual. Apos a remocao de ruido e fluorescéncia de fundo, a
intensidade de 12 bandas Raman de amostras bioldgicas foram extraidas como caracteristicas de
cada espectro. O algoritmo ACO foi entdo utilizado para determinar as melhores caracteristicas

para o diagnéstico. Na tabela 4 consta a demonstragdo de caracteristicas sem e com a aplicagcdo do

algoritmo ACO.
Tabela 4 - Demonstragio das bandas caracteristicas
I C N B II C N B
C 14 2 1 0,823 C 16 0 1 0,941
N 7 5 2 0,357 N 3 11 0 0,785
B 0 1 17 0,944 B 1 1 16 0,888
0,666 | 0,625 | 0,850 | 0,734 0,800 | 0,916 | 0,941 | 0,877

Fonte: Fallahzadeh, 2018.

No primeiro estado (sem ACO), a acuracia do diagnostico foi de 0,73. No estado Il com
aplicagdo do algoritmo ACO, a precisdo do diagnostico aumentou para 0,87. Portanto, percebe-se
que a precisdo do diagnostico aumentou 14%. Sendo assim, a selecdo de recursos ACO pode

melhorar a precisdo do diagndstico de modelos de diagndstico baseados em Raman.

3.1.7 Cancer do Colo de Utero

17 A otimizagdo de coldnias de formigas (ACO) é um método que é usado para encontrar o melhor caminho em um
grafico ponderado usando formigas artificiais.
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O cancer do colo do utero é o quarto cancer mais comum em mulheres em todo mundo,
tendo uma estimativa, segundo o INCA (2020), que no triénio 2020-2022 sejam diagnosticados no

Brasil cerca de 16.590 casos e que afeta principalmente mulheres mais jovens.

Segundo Lyng FM et al. (2015), atualmente, os principais métodos para a detecgdo prévia
do cancer incluem a citopatologia, teste de HPV e histopatologia, os quais sdo limitados em termos
de subjetividade, custo e tempo. Isso porque, o diagndstico ¢ baseado em diferencas visuais na
aparéncia do tecido, que ¢ auxiliada na histopatologia e citologia modernas por corantes Opticos e
tecnologia de microscopio. J4 a espectroscopia Raman fornece uma assinatura ou impressao digital
da amostra biologica, com base nos constituintes bioquimicos onde mudangas sutis na composicao
associada a doenga podem ser identificadas com alta sensibilidade com o auxilio de analise
estatistica multivariada. Como a tecnologia Optica, pode ser aplicada microscopicamente ou
endoscopicamente, para aplicagdes ex-vivo ou in-vivo, as primeiras incluindo citopatologia ou
histopatologia. A microespectroscopia Raman tem sido usada para distinguir entre queratinocitos
humanos primarios — PHK (do inglés, primary human keratinocytes), células PHK que expressam
o gene E7 de HPV16 (PHK E7) e células de cancer cervical que expressam HPV16 (CaSki).
Usando principal analise de componentes (PCA), a espectroscopia Raman discrimina entre células
PHK e CaSki com uma sensibilidade de 93% e especificidade de 93%, e entre Células PHK e PHK
E7 com sensibilidade de 93% e especificidade de 80%.

Figura 10 - média dos espectros Raman de cada camada representativa
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Fonte: Lyng FM et al. 2015.
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As bandas Raman mais distintas em espectro azul pode ser atribuido ao coldgeno um
componente importante da camada de tecido conjuntivo ou estroma. O espectro vermelho mostra
bandas distintas devido a bases de DNA, adenina (722 cm™), timina (755 cm™) e citosina (782 cm”
1, e o espectro verde mostra bandas em 480cm™, 849cm™ e 938 cm™, indicando o actimulo de

glicogénio na camada intermedidria/superficial.

Ainda, conforme Lyng FM et al. (2015), a principal vantagem das técnicas baseadas em
espectroscopia € que, uma vez estabelecida, a técnica € completamente objetiva, baseada na doenga
e/ou nas alteragdes relacionadas a etiologia da doenca nas assinaturas bioquimicas, em vez de
depender da interpretagdo especializada das alteragdes morfologicas e que isso deve minimizar o
risco de erros de diagnoéstico resultantes de variagdes na interpretagdo humana subjetiva. A analise

rapida também deve resultar em uma répida reviravolta para minimizar a ansiedade do paciente.

3.1.8 Cancer de Intestino

O cancer de intestino, conforme a OMS ¢ o quarto cancer mais incidente em todo mundo,
tendo uma estimativa, segundo o INCA (2020), que no triénio 2020-2022 sejam diagnosticados no

Brasil cerca de 13360 em homens e 7870 em mulheres.

Maryam Bahreini er al. (2019), utiliza a espectroscopia Raman para a andlise e
discriminagao de soro sanguineo de individuos saudaveis e com cancer gastrico. Segundo Maryam
Bahreinia, et al., atualmente, o diagndstico realizado para detec¢ao do cancer de intestino ¢ através
de material coletado durante endoscopia € examinado em laboratorio, tornando-se um processo

demorado.

Maryam Bahreinia et al., relata que a espectroscopia Raman ¢ uma ferramenta potencial
para sondar componentes do sangue devido as suas medi¢cdes em tempo real e cardter nio

destrutivo, sem a necessidade de reagentes adicionais.

Para Maryam Bahreinia et al., se o cancer gastrico afetar os componentes do sangue, a
analise de sangue pode ser usada para diagndstico e triagem dessa doenga prejudicial e a taxa de
mortalidade em pacientes reduziria significativamente. Dessa forma, ao correlacionarem testes
realizados de forma enzimatica, através da espectroscopia Raman, os resultados revelam que para

todos os componentes do soro, os coeficientes de correlagdo entre os espectros Raman e dos testes
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enzimaticos estdo acima de 94% de forma significativa e, que os resultados de discriminacao de
individuos saudaveis e pacientes com cancer gastrico mostram que 87,5 = 2,5% dos individuos

saudaveis e com cancer gastrico sdo diagnosticados adequadamente, conforme a Figura 12.

Figura 11 - As curvas de sombra dos espectros Raman de cancer gastrico e saudavel. As curvas de sombra mostram
os espectros Raman de todos os saudaveis (n = 40) e cancer gastrico (n=20) individuos que sdo separados por um
deslocamento. O espectro médio de pessoas saudaveis ¢ mostrado com uma curva preta (inferior) e paciente com

cancer gastrico com uma curva tracejada vermelha (superior).
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Fonte: Maryam Bahreini ez al. 2019.

Assim, os resultados mostraram que a espectroscopia Raman pode ser um método eficaz
para distinguir as amostras de soro de individuos sauddveis e com cancer géstrico, podendo ser
explorada como uma ferramenta potencial de triagem para cancer gastrico em um futuro préximo.
Além disso, os resultados apresentados comprovam a utilidade da metodologia desenvolvida para

o rastreamento do cancer gastrico.

3.1.9 Cancer de Esofago

O cancer de esdfago ¢ um cancer comum no tubo digestivo, € que estd aumentando cada
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vez mais em incidéncia e mortalidade.

Segundo Dai J er al. (2019) os métodos convencionais de diagndsticos baseiam-se
principalmente no endoscopico, o qual depende muito da avaliagdo visual das estruturas e
alteragdes morfoldgicas da superficie do tecido, o que resulta em baixa precisdo diagnoéstica, sendo

necessario, para o diagndstico final, a realizag¢do de bidpsia dos tecidos coletados.

A fim de diferenciar de forma eficaz os tecidos normais e de cancer de es6fago, Dai J et
al., utilizaram-se de um método baseado no rastreamento da largura a meia altura (FWHM) dos
picos Raman e a intensidade relativa em diferentes bandas, onde os dados foram coletados por um

sistema de sensor de espectro Raman de fibra dptica durante exame clinico endoscopico.

Conforme Dai J et al., o espectro Raman dos tecidos ¢ obtido em 1 segundo pela
combinacdo do sistema de deteccdo de espectro Raman de fibra Optica de alto desempenho e
tecnologia de processamento de filtragem de sinal. Ressalta, que o método de andlise proposto
baseado em FWHMs e intensidade relativa dos picos pode diferenciar os tecidos normais e
patologicos de forma eficaz, dessa forma, espera-se que o método proposto possa ser utilizado para

solucionar o problema do diagndstico clinico, de forma répida e precisa, conforme a figura 13.

Figura 12 — Espectros Raman de (a) carcinoma pouco diferenciado e tecidos normais, (b) carcinoma de células
escamosas ¢ tecidos normais, (¢) adenocarcinoma e tecidos normais, e (d) carcinoma in situ ¢ tecidos normais.
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Dai J, et al. 2019.

As Figuras 13(a) a 13(d) mostram os espectros Raman de carcinoma pouco diferenciados
e tecidos normais, carcinoma de células escamosas e tecidos normais, adenocarcinoma e tecidos
normais, carcinoma in situ € tecidos normais, respectivamente. Em cada figura, cada espectro ¢ o
espectro médio dos mesmos tipos de tecidos. Existem duas diferengas evidentes entre o espectro
do carcinoma e o espectro do tecido normal. A primeira diferenca (no retangulo de linha continua),
em comparagio com o espectro de tecidos normais, ¢ observada na faixa de 1100 cm™' a 1400 cm™
! do espectro do espectro, onde os tecidos de carcinoma tém um apresentam uma banda mais larga
nessa regido. Por outro lado, as intensidades dos picos do espectro do carcinoma sdo superiores as

intensidades observadas nos espectros de tecidos normais.

3.1.10 Cancer de Ovario

O cancer de ovario, segundo o INCA (2020), ¢ a segunda neoplasia ginecoldogica mais
comum, atras apenas do cancer do colo do ttero. A quase totalidade das neoplasias ovarianas (95%)
¢ derivada das células epiteliais (aquelas que revestem o ovario). O restante provém de células

germinativas (aquelas que formam os 6vulos) e células estromais (que produzem a maior parte dos
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hormonios femininos). Estima-se ¢ que no triénio 2020-2022 sejam diagnosticados no Brasil cerca
de 6.650 casos.

Segundo Giamougiannis P et al. (2021), ndo existe nenhum teste “padrao ouro” para
triagem ou diagnoéstico de cancer de ovario e que o uso do antigeno cancerigeno CA125, o marcador
mais comumente utilizado, pode também ter seus niveis elevados em muitas condi¢des benignas,
como por exemplo; cistos, miomas, endometriose ¢ adnomiose. Além disso, as técnicas de imagem
mais avangadas, como tomografia computadorizada e ressonancia magnética, sdo caras, demoradas

e muitas vezes associadas ao aumento do desconforto do paciente.

Dessa forma, Giamougiannis P et al. (2021), a fim de desenvolverem técnicas para
aprimorar o diagnostico, utilizaram-se da espectroscopia Raman para identificar o potencial do
plasma, soro e urina para o diagndstico de cancer de ovario, onde realizaram uma analise
comparativa entre os biofluidos (plasma e soro) e a urina. Para tanto, foram coletadas amostras de

pacientes com cancer assim como de pacientes com condigdes ginecoldgicas benignas, conforme

a Figura 14.

Figura 13 — Espectros pré-processados de classes de cancer de ovario versus todos os controles benignos para
plasma, soro e urina. Principais graficos: cancer de ovario sem quimioterapia (OC sem quimioterapia) versus
controles. Graficos inferiores: canceres de ovario NACT (quimio OC) versus controles. CO, cancros do ovario;
quimioterapia, quimioterapia; NACT, quimioterapia neoadjuvante

PLASMA SORO

0.1 0.1
0.05 0.05
z o z o z
@ @ 7]
€ c c
2 2 2
£ .0.05 £ 0.05 S
0.1 -0.1
Controls Controls Controls
~—0C (no chemo.) ~—0C (no chemo.) ~—0C (no chemo.)
-0.15 -0.15
600 800 1000 1200 1400 1600 600 800 1000 1200 1400 1600 600 800 1000 1200 1400 1600
Raman shift (cm") Raman shift (cm") Raman shift (cm")

T 0.1
f | /\ o 0.15
0.05 ‘ [ \ 0.05 1 ‘ 0.1

\ ‘\‘ ,,‘Af“ "'. g :‘V 0.05 “ J
.ﬁwM o Vi /r/” /J Y.‘q' . tj‘fkl\f\ﬁ\(‘y.vwlﬂuj, \J\‘\v fn 2 o VM w “&\

SR e
-0.05 v [ S
) j ' | 0.1
01t I 0.1 | 0.15
———Controls & l Controls ‘{ ———Controls
OC (chemo.) OC (chemo.) '} 0.2 OC (chemo.,
-0.25

600 800 1000 1200 1400 1600 600 800 1000 1200 1400 1600 600 800 1000 1200 1400 1600
Raman shift (cm") Raman shift (cm") Raman shift (cm")

Intensity
o

o

0 o
Intensity
Intensity

Fonte: Giamougiannis P et al. 2021.



50

Os picos espectrais dispostos na Figura 14, representam classificadores moleculares entre
diferentes grupos, e sua intensidade indica a magnitude das diferengas entre classes para um
biomarcador especifico, o CA125. No plasma e no soro, a maioria das intensidades de absorbancia
“fortes” em comparagdes entre cancer de ovario sem quimioterapia e controles podem ser alocados
para componentes estruturais de mucinas, que pertencem a familia das glicoproteinas. Mais
especificamente, picos observados em nimero de onda aproximados 880, 950, 1000, 1380, 1600 e
1680 cm™ podem ser atribuidos a por¢des de carboidratos (como galactoseamina, glucosamina,
galactose) ou aminoacidos (como serina, treonina) que sao ricos em mucinas. Ja na urina, métricas
estatisticas para diagnostico de cancer de ovario no grupo sem quimioterapia foram menores em
comparacao com os biofluidos derivados do sangue. Isso pode ser atribuido a absorbancias mais
fracas observadas em bandas alocadas para mucinas e se correlaciona com a urina com baixa
concentracdo de CA125, com diferencas médias muito menores entre pacientes com cancer de

ovario e com benignas condi¢des ginecologicas do que as presentes no sangue.

Giamougiannis P ef al. (2021), em conclusao, relata que os trés componentes biologicos
examinados exibiram potencial para identificar alteragdes espectroquimicas relacionadas a
quimioterapia e que no plasma e no soro podem ser parcialmente atribuidos a niveis variados do

marcador tumoral CA125.

3.1.11 Cancer de Pele

De acordo com o INCA (2020), o cancer de pele melanoma ¢ mais frequente em adultos
brancos. Nos individuos de pele negra, ele ¢ mais comum nas areas claras, como palmas das maos
e plantas dos pés. E o cancer mais frequente no Brasil e corresponde a cerca de 30% de todos os

tumores malignos registrados no pais, tendo um bom progndstico se detectado em sua fase inicial.

Feng X et al. (2018), em busca de marcadores biofisicos para o diagndstico do cancer de
pele, utilizam-se da espectroscopia Raman, tendo em vista que o método, ja utilizado em estudos
anteriores, ¢ altamente sensivel na diferenciagdo entre melanoma maligno (MM) — versdo mais
letal do cancer de pele — de lesdo pigmentada benigna, porém, esses estudos empregaram
classificadores estatisticos para descreverem as diferengas espectrais entre as patologias, ou seja,

ndo fornecem informagdes sobre os biomarcadores de cancer mais relevantes. Dessa forma, Feng
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X et al. Objetivaram determinar a base biofisica da deteccdo do cancer de pele com base na
espectroscopia Raman, podendo permitir que o patologista interprete os dados espectrais de
maneira familiar (como espessamento da epiderme, alteragdo no contetido de coladgeno e lipidio,

etc.) e oriente o dermatologista na determinacao do tratamento mais adequado.

No referido estudo, Feng X ef al com base em um modelo ajustado a um conjunto de
dados clinicos conseguem extrair a concentragdo de oito componentes ativos Raman em 100 lesdes
em 65 pacientes diagnosticados com melanoma maligno (MM), nevos displasicos (DN), carcinoma
basocelular, carcinoma espinocelular e queratose actinica. Em seguida, usaram regressao logistica
e validacdo cruzada leave-one-lesion-out para determinar os componentes do modelo
diagnosticamente relevante. Diante dos resultados, classificaram o colageno e a trioleina como
biomarcadores mais relevantes para representar as variagdoes espectrais entre MM e DN, e entre
cancer de pele ndo melanoma (NMSC) e tecido normal e, que apesar dos resultados mostrarem a
melanina ser um importante marcador para classificacdo de lesdes pigmentadas do tecido normal
adjacente, descobriram nao ser tdo relevante quanto o coldgeno e a trioleina na diferenciagdo do

MM e DN.

Assim, Feng X et al concluem o estudo demostrando que RS tem grande potencial no
diagnostico de cancer de pele de forma ndo invasiva ao extrair a composi¢ao biofisica da pele.

Conforme, Ruiz JJ et al. (2022), o melanoma maligno (MM) ¢ a forma mais agressiva de
cancer de pele, e cerca de 30% deles podem se desenvolver a partir de nevos displasicos (DN) pré-
existentes e que o diagnostico de DN ¢ um desafio clinico relevante, pois sdo lesdes intermediarias
entre tumores benignos e malignos e, até o momento, poucos estudos t€ém focado seu diagnostico.
No estudo realizado, Ruiz JJ et al, avalia a espectroscopia Raman (RS) juntamente com a analise
multivariada (MA), para classificar 44 biopsias de tumores MM, DN e nevo composto (CN), onde
implementaram uma nova metodologia para quantificar e localizar de forma ndo invasiva o
pigmento eumelanina, considerado um biomarcador tumoral, por meio de imagens RS acopladas
ao algoritmo Multivariate Curve Resolution-Alternative Least Squares (MCR-ALS), representando
um avanco em relagdo a técnica atualmente estabelecida para analise de melanina, a Cromatografia
Liquida de Alto Desempenho (HPLC), que ¢ invasiva e ndo pode fornecer informagdes sobre a
distribui¢do espacial das moléculas. Na figura 15, exibem as pontuacdes de cada amostra e classe
de tumor, o que reflete a abundancia de cada componente molecular e permite comparacdes

relativas de suas concentragdes.
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Figura 14 —a) Resultados de resolugido de curva multivariada (MCR). b) Quantificagdo de acido carboxilico

(DHICA), c¢) Quantificagdo de eumelanina de em amostras de tumor de pele.
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Dessa forma, Ruiz JJ et al, mostraram pela primeira vez, que a razdo 5,6-dihidroxiindol

(DHI) para acido 5,6-dihidroxiindol-2- carboxilico (DHICA) ¢ maior em DN do que em lesdes
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MM e CN, em que essas diferengas na composi¢do quimica sao utilizadas pelo algoritmo Partial
Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA) para identificar lesdes de DN de forma eficiente,
ndo invasiva, rapida, objetiva e de baixo custo, com sensibilidade e especificidade de 94,1% e

100%, respectivamente.

3.1.12 Cancer de Figado

Segundo o INCA (2020), o cancer de figado pode ser de dois tipos: primario (que comeca
no proprio 6rgao) e secundario ou metastatico (tem origem em outro 0rgdo e, com a evolucao da
doenga, atinge também o figado). O tipo secundario ¢ mais frequentemente decorrente de um tumor
maligno no intestino grosso ou no reto € que dentre os tumores iniciados no figado, o mais comum
¢ o hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular, que ¢ bastante agressivo, ocorrendo em mais de
80% dos casos.

Ainda, segundo o INCA, existem também o colangiocarcinoma (originado nos dutos
biliares do figado), o angiossarcoma (cancer raro que se origina nos vasos sanguineos do figado) e
o hepatoblastoma, tumor maligno raro que atinge recém-nascidos e criangas nos primeiros anos de
vida.

Kun Zhang et al. (2018) , relata que métodos tradicionais de deteccdo podem ser usados
para fazer o diagnostico precoce de pacientes com cancer de figado, porém, esses métodos sao
limitados por alguns fatores € ndo podem expor a carcinogénese tecidual em nivel molecular.

Em estudo realizado, através da técnica SERS, utilizaram 102 amostras de tecidos de 56
paciente com faixa etaria de 30 a 65 anos, sendo 46 amostras de tecidos hepaticos normais ¢ 56
amostras de tecidos hepaticos com carcinona hepatocelular (HCC). E, que todas as amostras foram
diagnosticadas por dois patologistas profissionais.

Kun Zhang et al, obtiveram informacdes sobre as alteracdes da composicdo bioldgica nos
tecidos hepaticos, onde os dados espectrais complexos foram processados para verificar a
capacidade de resolu¢cdo de SERS para tecidos cancerosos e normais do figado com a combinagao
de andlise de componentes principais (PCA) e analise discriminada linear (LDA).

Para a realiza¢do do estudo, utilizaram-se de Nanoparticulas de Prata (Ag-NPs) no corte
do tecido para aumentar de forma significativa, o sinal Raman e, cuja influéncia da Ag-NPs ¢é

ilustrada na figura 16.

Figura 15 - (a) Espectro SERS da fatia de tecido coberta com Ag-NPs de um paciente com cancer de figado, (b)
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Espectro Raman da mesma fatia de tecido sem Ag-NPs. (c) O sinal de espalhamento Raman de Ag-NPs
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Fonte: Kun Zhang et al, 2018.

Depois de usar um ajuste multipolinomial modificado para subtrair o fundo de
fluorescéncia dos espectros SERS na faixa de 500—-1800 cm™!, a normalizagio (pico normalizado)
dos dados SERS foi realizada, onde obtiveram que, comparado com os tecidos normais, o pico
caracteristico do sinal de espalhamento Raman para tecidos malignos do figado ¢ reduzido em 576,
691, 749, 838, 907, 1022, 1048, 1120, 1158, 1161, 1260, 1373, 1398, 1448, 1585, 1611, 1697 e
1779 cm™!, enquanto que aumenta em torno de 658, 797, 880, 928, 1336, 1485, 1634, 1663 ¢ 1756
cm !, sendo que as principais diferencas entre os espectros SERS dos tecidos hepaticos normais e
cancerosos foram mostradas na posicao de pico de 576, 658, 838, 907, 928, 1158, 1336, 1448,
1485, 1585, 1634 e 1663 cm !, conforme pode ser observado na figura 17.

Figura 16 — (a) Comparag@o do espectro SERS médio para as fatias de tecido de cancer de figado (linha preta, n =
56) versus as normais (linha vermelha, n = 46). A parte sombreada é o desvio padrio. (b) O espectro de diferenca dos
espectros SERS de amostras normais € amostras com cancer.
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Assim, Kun Zhang et al, conclui que o sinal de espalhamento Raman em fatias de tecido
hepatico foi significativamente aumentado pela aplicagdo de Ag-NPs, bem como, se comparado
com o diagnostico patologico, o SERS da regido da impressdo digital pode ser utilizado para

distinguir claramente o cancer de figado e os tecidos normais.

4 CONSIDERA COES FINAIS

O cancer afeta milhdes de individuos todos os anos e ¢ uma das principais causas de
morte em todo o mundo. Devido a sua associagdo com a mortalidade, ¢ de vital importancia o
diagnostico precoce do cancer. O diagnostico precoce oferece a melhor chance para o individuo
aflito de buscar opgdes de tratamento eficazes. Embora existam muitos métodos para
diagnosticar canceres individualmente, ha uma forte necessidade ndo atendida de diagnosticar

de forma precisa, definitiva e com o minimo de invasividade todos os canceres por meio de um
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método universal. Assim, neste trabalho apresentamos uma revisdo, de um recorte atual, dos
avancos da Técnica de Espectroscopia Raman no Diagnético de Cancer.

De inimeras maneiras diferentes, a Técnica de Espalhamento Raman como andlise
quimiométrica provou ser eficaz para o diagndstico precoce de cancer. Assim, inimeros
trabalhos cientificos foram publicados nos ultimos anos, em revistas internacionais indexadas,
sobre como a Técnica ER pode ser potencialmente utilizada para indentificar tipos especificos
de Cancer. Independentemente da amostra estudada ou de qual variacdo da técnica ¢ utilizada,
se uma sonda ¢ usada para coletar dados ou uma segunda técnica analitica ¢ usada para fornecer
informagdes complementares, a capacidade do ER em diagnosticar cancer se mostra satisfatoria
e ndo pode ser negada. A abundancia de informacdes obtidas por meio de dados espectrais
Raman fornecem ndo apenas informagdes tuteis de materiais para fins de classificagdo, mas
também fornecem informacgdes sobre a composicdo bioquimica das amostras, revelando tanto
informagdes uteis quanto potenciais biomarcadores de diferentes tipos de cancer.

A infinidade de estudos aqui relatados tem mostrado repetidamente evidéncias de que
o ER ¢ sensivel, especifica e, em geral, uma técnica confiavel para diferenciar amostras
saudaveis de doente. O estudo aponta que as combinagdes das técnicas ER com outras
metodologias puderam auxiliar no desenvolvimento e aprimoramento do diagndstico dos
diversos tipos de Cancer. Os resultados demonstram ser bem-sucedidos, se tornando um método

universal singular para o diagndstico de cancer.
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