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RESUMO

MULLER, Larissa Caroline. Analise molecular pela Espectroscopia Raman de
amostras de tecido bucal de ratos Wistar sob diferentes métodos de
armazenamento. 2016. 35 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2016.

A Espectroscopia Raman € uma tecnologia 6tica que vem sendo estudada na area da
saude para uso em diagnostico, devido a sua capacidade de fornecer informacdes
sobre a composicdo bioquimica da amostra. O método de condicionamento de
amostras que sdo analisados no espectro Raman com o objetivo de diagnostico, varia
entre os estudos. O objetivo deste trabalho foi verificar se ha diferencas moleculares
pela espectroscopia Raman (ER) de amostras de tecido analisadas antes e ap0s a
fixacdo com formol a 10%. Foram avaliadas 5 (cinco) linguas de ratos do tipo Wistar
armazenadas a -80°C. Estas amostras foram descongeladas e submetidas a ER. Em
seguida, foram fixadas em formalina tamponada neutra e apds 72h um novo espectro
Raman foi obtido. De cada amostra foi selecionada 2 areas distintas, uma de epitélio
de superficie, outra de tecido conjuntivo. Os espectros de Raman foram obtidos num
espectrometro Raman (Senterra, Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). A regido
espectral analisada foi de 500 a 1500 cm!, sendo que o espectro resultante de média
da leitura de 10 pontos, uma em epitélio e uma em conjuntivo. Os resultados da
analise dos picos espectrais das médias de cada grupo mostram uma menor alteracéo
molecular do tecido epitelial apés a fixacado pelo formol, j& em relacdo ao tecido
conjuntivo houve grandes alteracfes no tecido apos a fixacdo. As conclusfes sdo de
que este estudo sugere que a ER pode ser usada em diagnostico em tecido epitelial
independente da fixacdo, mas em tecido conjuntivo deve-se cuidar qual o tipo de
fixacdo do tecido que seré analisado, pois ele sofre mais alteracdes no processo de
fixacdo com formol.

Palavras chave: Andlise espectral Raman. Formol. Tecido bucal.



ABSTRACT

MULLER, Larissa Caroline. Molecular analysis by Raman spectroscopy oral tissue
of Wistar rats under different storage methods. 2016. 35 p. Final Paper (Graduation
in Dentistry) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, 2016.

Raman Spectroscopy is an optical technology that has been studied in the health area
for diagnostic use due to its ability to provide information about the biochemical
composition of the sample. The method of samples conditioning that are analyzed in
the Raman spectrum with the objective of diagnosis, varies between the studies. The
objective of this work was to verify if there are molecular differences by Raman
spectroscopy (ER) of tissue samples analyzed before and after the fixation with 10%
formalin. Five (5) tongues of Wistar rats were evaluated stored at -80°C. These
samples were unfrozen and subjected to ER. Then, they were fixed in neutral buffered
formalin and after 72 hours a new Raman spectrum was obtained. From each sample
was selected 2 distinct areas, one of surface epithelium, the other of connective tissue.
Raman spectra were obtained on a Raman spectrometer (Senterra, Bruker Optics,
Ettlingen, Germany). The spectral region analyzed was 500 to 1500 cm, the resulting
spectrum of 10 point reading average, one in epithelium and one in conjunctiva. The
results of the analysis of the spectral peaks from the averages of each group show a
smaller molecular alteration of the epithelial tissue after the fixation by the formalin,
however in relation to the connective tissue there were great alterations in the tissue
after the fixation. In conclusion this study suggests that ER can be used for the
diagnosis in epithelial tissue independent of fixation, but in connective tissue one must
take care with the type of tissue fixation that will be analyzed, since it undergoes more
changes in the fixation process with formaldehyde.

Keywords: Raman spectral analysis. Formaldehyde. Oral tissue.
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1 INTRODUCAO

A ER Raman é uma tecnologia o6tica que vem sendo estudada para uso em
diagnéstico, devido a sua caracteristica de técnica ndo invasiva, ndo destrutiva e
(MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007; SU et al., 2012) sem necessidade de um
preparo prévio das amostras (CALS et al., 2015), sua grande sensibilidade e
especificidade (GUZE et al.,, 2015; HAKA et al.,, 2005; KINIPFER et al., 2014,
KRISHNA et al., 2004; NOBREGA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2006; SU et al., 2012;
ZHOU et al., 2015) e tolerancia a amostras aquosas e o curto periodo de aquisi¢cao
das analises espectrais. (HANLON et al., 2000; KNIPFER et al., 2014; LI; YANG; LIN,
2011). Além disso outra vantagem da ER, é que o resultado independe da experiéncia
do patologista. (SU et al., 2012) Varios estudos ja verificaram a utilidade da ER em
tecidos com alteracbes pré-malignas e malignas, realizando estudos em uma gama
anatémica de locais como cérebro (JERMYN et al., 2015; ZHOU et al., 2012), mama
(HAKA et al., 2005; HAKA et al., 2006; MATTHEWS et al., 2011) , trato gastrointestinal
(SHIM et al., 2000; YAN et al., 2005), nasofaringe (LAU et al.,, 2003), pele
(GNIADECKA et al., 2004; HUANG et al., 2004; LIEBER et al., 2008; LUI et al., 2012),
pulmdo (HUANG et al., 2003a; HUANG et al., 2003b; KAMINAKA et al., 2001; LI;
YANG,; LIN, 2012; MATTHEWS et al., 2011; OSHIMA et al., 2010; SHORT et al.,
2008), colo do utero (JESS et al., 2007; LYNG et al., 2007; ROBICHAUX-VIEHOEVER
et al., 2007), prostata (CROW et al., 2005; MATTHEWS et al., 2011) e cavidade oral
(DESHMUKH et al., 2011; GUZE et al., 2009; GUZE et al., 2014; KNIPFER et al.,
2014; KRISHNA et al., 2004; MALINI et al., 2006; NOBREGA et al., 2015; OLIVEIRA
et al., 2006; SU et al., 2012).

O céancer bucal é um dos tipos mais comuns de cancer no mundo, sendo o
tipo histopatolégico mais comum o carcinoma Espinocelular (CEC). Foram estimados
em 2012, cerca de 300 mil casos novos no mundo, sendo que, desses,
aproximadamente dois tercos sdo no sexo masculino. Em relacdo a mortalidade,
foram esperados cerca de 145 mil 6bitos por cancer no mundo, em 2012, com cerca
de 80% ocorrendo em regides subdesenvolvidas. (FERLAY et al., 2015). Foi previsto
gue no Brasil, no ano de 2016, havera a ocorréncia de 15.490 novos casos novos de
cancer de boca e 5.401 obitos decorrentes da doenca. O diagndstico precoce é o meio
mais eficaz para melhorar o prognostico do cancer e consequentemente aumentar a
taxa de sobrevida (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR



GOMES DA SILVA, 2015). A Espectroscopia Raman (ER) tem a capacidade de
fornecer informacdo molecular especifica sobre células e tecidos. Assim, ela pode
apresentar a capacidade de detectar alteracées bioquimicas nos tecidos antes que a
patologia esteja estabelecida morfologicamente, podendo ter caracteristicas
inflamatoérias ou neoplésicas (CALS et al., 2013; KELLER; KANTER; MAHADEVAN-
JANSEN, 2006; NOTINGHER et al, 2015; OLIVEIRA et al, 2006;
VENKATAKRISHNA et al., 2001).

A ER é uma tecnologia o6ptica baseada no efeito Raman que é o
espalhamento ineldstico da radiacdo eletromagnética monocroméatica que interage
com as moléculas. Sendo a frequéncia de radiacdo espalhada diferente da radiacéo
incidente (LYNG et al., 2007; RAMAN; KRISHNAN, 1928; SINGH, 2002). A amostra &
irradiada com uma luz monocromaética, atualmente emitida por um laser, e a interagéo
de energia entre os fotons e as moléculas da amostra resultam na dispercéo de luz.
A energia necessaria para gerar uma vibracdo molecular depende da massa dos
atomos envolvidos e o tipo de ligacdes quimicas entre os mesmos. O espalhamento
inelastico ou efeito Raman € detectado pelo espectrdbmetro e estas alteracbes de
energia fornecem informacfes sobre a composicdo molecular da amostra que é
expressa através de espectros, permitindo obter informacdes detalhadas sobre a
composicéo molecular da amostra (HANLON et al., 2000; SOCRATES, 2004).

O efeito Raman foi confirmado experimentalmente por Raman e Krishnan
(1928). O equipamento empregado para observagéo desse efeito utilizou como fonte
de excitacdo a luz do sol, como uma luz policromatica visivel, um espectroscépio de
bolso, e o olho humano como detector. A hipétese era que a radiacéo visivel poderia
interagir com a matéria de tal maneira que houvesse variacdo na energia do féton
incidente, sendo que essa transferéncia de energia seria dependente da massa e do
tipo de ligac6es das moléculas (RAMAN; KRISHNAN, 1928). Tal descoberta fez com
gue Raman ganhasse o Prémio Nobel da Fisica de 1930. (Sir Chandrasekhara
Venhata Raman, 1965)

A maioria dos estudos atuais em espectroscopia Raman foram realizados com
amostras congeladas apos a biopsia ou fixadas em formalina (HUANG et al., 2003).
N&o ha um padréo nos estudos em sobre tipo de condicionamento de amostras nas
pesquisas, mas € esperado que 0 armazenamento por congelamento de amostras

logo apos a bidpsia, tenha pequenos efeitos na analise Raman, (SHIM; WILSOM,
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1996), pois o congelamento imediato do tecido apds a bidpsia é o padrdo ouro de
condicionamento para uso em estudos protedbmicos, pois preserva as proteinas com
muita qualidade (KOTHMAIER et al., 2011).

A ER ja foi utilizada em tecido oral, para fazer diagnosticos em pacientes em
tempo real (GUZE et al., 2009; GUZE et al., 2014), outros estudos utilizaram a técnica
de congelamento da amostra analisada, devido sua capacidade de maior conservacao
molecular ou utilizacdo de tecido sem fixacdo (DESHMUKH et al., 2011; KNIPFER et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2006; SU et al., 2012), também ha estudos que utilizaram
tecidos fixados em formalina (KRISHNA et al., 2004; NOBREGA et al., 2015), que
segundo Krishna (2004), € um método de condicionamento adequado para a andlise
da ER. A maioria dos estudos em cavidade Oral realizou analise em tecidos normais
(DESHMUKH et al., 2011; GUZE et al., 2009; GUZE et al., 2015; KRISHNA et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2006; SU et al., 2012) e com lesdes inflamatérias e malignas,
especialmente o CEC. (GUZE et al., 2015; KNIPFER et al., 2014; KRISHNA, et al.,
2004; NOBREGA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2006; SU et al., 2012). Os trabalhos
obtiveram como resultado, alta sensibilidade e especificidade da ER para diferenciar
tecido normal de tecido de CEC. (GUZE et al., 2015; KNIPFER et al., 2014; KRISHNA
et al., 2004; NOBREGA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2006; SU et al., 2012) Segundo
Krishna (2004), as alteracdes moleculares induzidas por malignidade sédo observadas
principalmente em espectros de regides de tecido epitelial. Mas, as alteragdes
patolodgicas ocorrem com a interacdo entre os componentes de tecido conjuntivo e
tecido epitelial, assim, é indicado analisar os dois tecidos juntos para auxiliar no
diagnéstico. (DESHMIKH et al., 2011)

A analise histopatol6gica de tecido biopsiado, € uma técnica de diagndstico
morfologico de padrdo ouro para uso em grande parte das doencas da cavidade oral,
incluindo alteragbes malignas e autoimunes. Essa técnica diferentemente da ER,
necessita de uma fixacdo prévia das amostras bioloégicas sendo o0 agente de
condicionamento mais comum a formalina. (GUZE et al., 2009). A fixacdo em
formalina evita a degradacao do tecido, além de estabilizar a estrutura morfoloégica do
tecido. (HUANG et al.,, 2003). No entanto, a formalina gera ligagbes cruzadas de
pontes de metileno nas proteinas, aminas, amidas, anéis aromaticos, hidroxilo,
guanina, grupos sulfidrila, e atomos de hidrogénio reativos da amostra. (GALLI et al.,

2014; MOELANS et al., 2011) A formalina causa também a degradacao de proteinas,
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DNA, RNA e acidos nucléicos. (GALLI et al., 2014; KNIGGENDORF; GAUL;
MEINHARDT-WOLLWEBER, 2011; KOTHMAIER et al.,, 2011; SRINIVASAN;
SEDMAK; JEWELL, 2002), que sugere que este tipo de condicionamento tenha
influéncia nas analises moleculares do tecido, gerando erros de interpretacéo,

suprimindo informacdes ou criando artefatos de fixacéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar se h& diferencas moleculares pela analise
da espectroscopia Raman, entre amostras de tecido sem fixacdo e com fixacdo em

formalina tamponada 10% por 72h, e qual a implicacdo no uso diagnaostico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar, se as informacdes fornecidas pela espectroscopia Raman, sao

capazes de determinar as caracteristicas do tecido quanto ao tipo de tecido e fixacao.

Verificar por meio de analise dos picos espectrais das amostras.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

Artigo apresentado de acordo com as normas do Journal Raman

Spectroscopy (Qualis Odontologia B1 — Ano base 2014 e Fator de impacto 2.395)

Anélise molecular pela Espectroscopia Raman de amostras de tecido
bucal de ratos Wistar sob diferentes métodos de armazenamento.

Resumo. A Espectroscopia Raman é uma tecnologia 6tica que vem sendo estudada
na area da saude para uso em diagnostico, devido a sua capacidade de fornecer
informacdes sobre a composicdo bioquimica da amostra. O método de
condicionamento de amostras que sdo analisados no espectro Raman com o
finalidade de diagnostico, varia entre os estudos. O objetivo deste trabalho foi verificar
se héa diferencas moleculares pela espectroscopia Raman (ER) de amostras de tecido
analisadas antes e apoés a fixacdo com formol a 10%. Foram avaliadas 5 (cinco)
linguas de ratos do tipo Wistar provenientes de material de descarte armazenadas a
-80°C. Estas amostras foram descongeladas e submetidas a ER. Em seguida, foram
fixadas em formalina tamponada neutra 10% e apds 72h um novo espectro Raman foi
obtido com os mesmos parametros. Os resultados das andlises dos picos espectrais,
mostram uma menor alteracdo molecular do tecido epitelial apds a fixacao pelo formol,
ja em relagéo ao tecido conjuntivo houve maiores alteracdes no tecido apos a fixacao.
As conclusbes sdo de que este estudo sugere que a ER pode ser usada em
diagndstico em tecido epitelial independente da fixagcdo, mas em tecido conjuntivo
deve-se cuidar qual o tipo de fixacdo do tecido que sera analisado, pois ele sofre mais
alteracdes no processo de fixacdo com formol.

Palavras chave: Andlise espectral Raman. Diagndstico. Tecido bucal.
Introducao

O céancer bucal é um dos tipos mais comuns de cancer no mundo, sendo o
tipo histopatoldgico mais comum o carcinoma Espinocelular (CEC). Foram estimados
em 2012, cerca de 300 mil casos novos no mundo, sendo que, desses,
aproximadamente dois tercos sdo no sexo masculino. Em relacdo a mortalidade,
foram esperados cerca de 145 mil 6bitos por cancer no mundo, em 2012, com cerca
de 80% ocorrendo em regides subdesenvolvidas.!. Foi previsto que no Brasil, no ano
de 2016, havera a ocorréncia de 15.490 novos casos novos de cancer de boca e 5.401
Obitos decorrentes da doenca. O diagndstico precoce é o meio mais eficaz para
melhorar o prognéstico do céncer e consequentemente aumentar a taxa de
sobrevida.? A Espectroscopia Raman (ER) tem a capacidade de fornecer informacgéo
molecular especifica sobre células e tecidos. Assim, ela pode apresentar a capacidade

de detectar alteragbes bioquimicas nos tecidos antes que a patologia esteja
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estabelecida morfologicamente, podendo ter caracteristicas inflamatérias ou

neoplasicas.®’

A ER €& uma tecnologia Optica baseada no efeito Raman que é o
espalhamento ineldstico da radiagdo eletromagnética monocromética que interage
com as moléculas. Sendo a frequéncia de radiacdo espalhada diferente da radiacéo
incidente. 819 A amostra é irradiada com uma luz monocromatica, atualmente emitida
por um laser, e a interacdo de energia entre os foétons e as moléculas da amostra
resultam na dispercao de luz. A energia necessaria para gerar uma vibracdo molecular
depende da massa dos atomos envolvidos e o tipo de ligacbes quimicas entre 0s
mesmos. O espalhamento inelastico ou efeito Raman é detectado pelo espectrdmetro
e estas alteracfes de energia fornecem informacdes sobre a composi¢cao molecular
da amostra que é expressa atraves de espectros, permitindo obter informacdes
detalhadas sobre a composicdo molecular da amostra. 12 O efeito Raman foi
confirmado experimentalmente por Raman e Krishnan (1928) e tal descoberta fez com
gue Raman ganhasse o Prémio Nobel da Fisica de 1930.13

Esta tecnologia 6tica que vem sendo estudada para uso em diagndéstico,
devido a sua caracteristica de técnica ndo invasiva, ndo destrutival’'® e sem
necessidade de um preparo prévio das amostras'®, sua grande sensibilidade e
especificidade*1820-25 e tolerancia a amostras aquosas e o curto periodo de aquisicdo
das andlises espectrais. 122326 Além disso outra vantagem da ER, é que o resultado
independe da experiéncia do patologista.'® Varios estudos ja verificaram a utilidade
da ER em tecidos com alteracBes pré-malignas e malignas, realizando estudos em
uma gama anatdmica de locais como cérebro?>?’, mama?-28-2°, trato gastrointestinal3®
31 nasofaringe®?, pele3336, pulm&do#26:2937-40  colo do utero®442, prostata?®*3 e

cavidade oral.418:20,22-24,44-46

Em cavidade oral, a ER ja foi utilizada para realizar diagnésticos em pacientes
em tempo real®?#®, outros estudos utilizaram a técnica de congelamento da amostra
analisada, devido sua capacidade de maior conservagcédo molecular ou utilizacdo de
tecido sem fixacdo*182346 também ha estudos que utilizaram tecidos fixados em
formalina?®?4, que segundo Krishna (2004), é um método de condicionamento
adequado para a analise da ER. A maioria dos estudos em cavidade Oral realizou
andlise em tecidos normais*1820.224546 e com lesdes inflamatérias e malignas,

especialmente o CEC.418202224 Qs trabalhos obtiveram como resultado, alta
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sensibilidade e especificidade da ER para diferenciar tecido normal de tecido de
CEC.#18202224 gequndo Krishna (2004), as alteracdes moleculares induzidas por
malignidade séo observadas principalmente em espectros de regifes de tecido
epitelial. Mas, as alteracdes patoldégicas ocorrem com a interagcdo entre 0S
componentes de tecido conjuntivo e tecido epitelial, assim, é indicado analisar os dois

tecidos juntos para auxiliar no diagnéstico.4®

A maioria dos estudos atuais em ER foram realizados com amostras
congeladas apdés a bidpsia ou fixadas em formalina.** Nao ha um padréo nos estudos
em sobre tipo de condicionamento de amostras nas pesquisas, mas é esperado que
0 armazenamento por congelamento de amostras logo apdés a bidpsia, tenha
pequenos efeitos na andlise Raman'®, pois o congelamento imediato do tecido apés
a biopsia € o padréo ouro de condicionamento para uso em estudos protedmicos, pois

preserva as proteinas com muita qualidade.®

A analise histopatologica de tecido biopsiado, € uma técnica de diagndstico
morfolégico de padréo ouro para uso em grande parte das doencas da cavidade oral,
incluindo alteracbes malignas e autoimunes. Essa técnica diferentemente da ER,
necessita de uma fixacdo prévia das amostras biolégicas sendo o0 agente de
condicionamento mais comum a formalina.*®> A fixacdo em formalina evita a
degradacdo do tecido, além de estabilizar a estrutura morfolégica do tecido.'* No
entanto, a formalina gera ligacGes cruzadas de pontes de metileno nas proteinas,
aminas, amidas, anéis aromaticos, hidroxilo, guanina, grupos sulfidrila, e atomos de
hidrogénio reativos da amostra.#’*® A formalina causa também a degradacdo de
proteinas, DNA, RNA e &acidos nucléicos!®4850 que sugere que este tipo de
condicionamento tenha influéncia nas andlises moleculares do tecido, gerando erros
de interpretacdo, suprimindo informacfes ou criando artefatos de fixacdo. Assim, o
objetivo deste estudo é avaliar se ha diferencas moleculares pela analise da ER, entre

amostras de tecido sem fixacdo e com fixacdo com formalina 10% por 72h.
Materiais e métodos

Amostras De Tecido

Os tecidos analisados foram de 5 linguas de ratos Wistar provenientes de um
material de descarte de projeto com aprovacdo no CEUA no. 26102, que estavam

armazenadas a -80°C. Esse material foi descongelado, antes de ser analisado foi
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cortado longitudinalmente com o objetivo de expor o tecido conjuntivo. A amostra foi
colocada sobre uma lamina de vidro localizada no espectrometro Raman com a face
de tecido epitelial voltada para cima e uma leitura foi realizada, apos se voltava a face
de tecido conjuntivo para cima e uma nova analise era realizada. Em seguida, a
amostra foi fixada em formalina neutra tamponada (NBF) 10% e apds 72h um novo
espectro Raman foi obtido.

Espectroscopia Raman

A amostra foi analisada por um espectrometro Raman (Bruker Optics,
Ettlingen, Alemanha), utilizando um laser de diodo de 785 nm com poténcia de 100
mw, com 3-5 cm ! de resolucdo espectral, 20 vezes por 5 segundos. Foram
analisados 10 pontos em cada area, dez em tecido epitelial e dez em tecido conjuntivo,
antes e apos a fixacao por formol. Apds as primeiras leituras, a amostra foi fixada em
NBF 10% por 72h e uma nova analise na ER foi realizada, utilizando os mesmos
parametros da primeira analise. Os processamentos espectrais preliminares de
normalizagdo, corregéo da linha de base e corte, foram realizadas no software Opus
7.2 (Bruker Optics, Ettlingen , Alemanha). A faixa espectral analisada foi de 500 a
1500cm™®. Os dados obtidos dos espectros foram transferidos para uma planilha
eletrbnica Microsoft Excel 2007 (Microsoft Redmond, WA, USA) para andlise

estatistica.

Analise estatistica dos resultados

Os dados da média passaram pela Analise de componentes principais (PCA),
que buscou reduzir o total de 1001 variaveis em novas variaveis de 10 componentes
principais. Os resultados desta andlise preliminar foram processados pela Andlise de
discriminantes lineares (LDA) e analise Cluster k-means. Para o processamento dos
dados, em cada andlise estatistica, utilizou-se o programa SPSS 21 (IBM, Armonk,
NY, USA).

Foi realizado a média de 50 espectros de cada um dos 4 grupos, e 0S picos
espectrais das médias foram analisados para avaliar se h& alteragfes significativas

para uso em diagnaostico.
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Resultados

Os fatores obtidos da andlise dos componentes principais (PCA) de cada
média foram processados pela andlise Cluster K-means, que determina uma particdo
dos individuos em classes segundo as semelhancas e diferencas entre eles,
agrupando as amostras mais semelhantes. Para a realizacdo desta analise, foi
limitado o numero de classes em 4. Todas as amostras de tecido conjuntivo com
formol foram alocadas no cluster 1, todas as amostras de tecido epitelial sem fixac&o
foram alocadas no cluster 2, todas as amostras de tecido epitelial fixado por formol
foram alocadas no cluster 3 e todas as amostras de tecido conjuntivo sem fixacao

foram alocadas no cluster 4 (Gréfico 1).

1,0000 I
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© . .
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O 5 S [%)] f |
&2 8 - ormo
S » © 20,2000 N
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0 1 2 3 4 5
NUmero de caso Cluster

Gréafico 1: Gréfico da anéalise Cluster k-means.

A Andlise de Discriminantes Lineares (LDA) mostrou que todas as amostras

do grupo predito corresponderam ao grupo de origem (Tabela 1).

Tabela 1: Analise de discriminantes lineares.

Grupo mais alto

Numero do Grupo real Grupo previsto  P(D>d | G=g P(G=g | D=d Distancia Mahalanobis ao quadrado para
caso centroide
P Df
1 2 2 ,186 3 1,000 4,813
2 1 1 714 3 1,000 1,366
3 2 2 722 3 1,000 1,332
4 1 1 ,587 3 1,000 1,932
5 2 2 ,081 3 998 6,743
6 1 1 ,807 3 1,000 977
7 2 2 ,192 3 1,000 4,736
8 1 1 171 3 998 5,012
9 2 2 ,913 3 1,000 444
10 1 1 ,540 3 1,000 2,160
11 4 4 770 3 1,000 1,131
12 3 3 ,658 3 1,000 1,605
13 4 4 ,864 3 1,000 739
14 3 3 ,833 3 1,000 867
15 4 4 447 3 1,000 2,658
16 3 3 ,180 3 1,000 4,885
17 4 4 ,901 3 1,000 581
18 3 3 77 3 1,000 1,099
19 4 4 ,820 3 1,000 ,924
20 3 3 ,262 3 999 3,996
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Nas amostras analisadas de tecido epitelial de superficie (Tabela 2), a maioria

dos picos da amostra de tecido epitelial sem formol também ocorreram na analise do

tecido epitelial com formol, com excecdo dos picos 510 cm?, 591 cm?e 1251 cm™.

Tabela 2: Perfil espectral dos grupos analisados de tecido epitelial de superficie.

Tecido Tecido Molécula Modo vibracional
epitelial de epitelial de
superficie superficie
sem fixacéo com formol
510 Cistina 51-22 Dissulfeto de alongamento de
banda de colageno v S-S e
gauche-gauche-gauche
559 553 Jokkk ek
591 PO4.3 5t Vibracédo simétrica de
alongamento
622 622 Fenilanina’41:45.53-54 Torgdo C-C
644 645 Tirosina 7+41:4553-54 Torgdo C-C
675 674 Acidos nucléicos 5° ok
746 746 DNA/RNA 1855 T anel aromatico
819 818 Colageno 18:20.56 Suporte principal C-C
853 851 Proteina e DNA 2038515355 Regpiragdo do anel C-C
885 885 Dissacarideo (celobiose) %> (C-O-C) Modo esquelético
939 936 Prolina 4152 Cadeia principal estiramento C-
C
984 983 Fenilanina 7 ok
1003 1003 Fenilanina 18.20,38,55,58 Respiracéo do anel
1032 1032 Fenilanina 1820.38,51 Dobra C-H
1100 1101 Colageno 2° Hohkk
1127 1128 Lipideo 204148 Alongamento trans C-C
1174 1174 Proteina 1855 Dobra C-H
1207 1206 Proteina 385° Alongamento C-C6H5
1251 Am|da Ml 18,20,41,60 *kkk
1341 1341 Proteina e acidos nucleicos ****
7,18,41,61-63
1448 1449 Proteina e DNA 20:87.51.55,64-66  Deformacédo CH

****Componente desconhecido.
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Ha uma reducdo na intensidade das faixas espectrais que € observado na
figura 1, em que o tecido epitelial de superficie sem fixacdo se apresenta mais intenso
em comparacdo com o tecido fixado por formol. O que demonstra a degradacao

biomolecular que estes tecidos sofrem apos a fixacdo com formol.
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Figura 1: Espectro das medias de 50 espectros cada de tecido epitelial de superficie
sem fixacdo (rosa) e tecido epitelial com fixacdo (azul), com a marcacao dos picos

espectrais.

Perfil espectral do tecido conjuntivo

Tabela 3: Perfil espectral de grupos analisados de tecido conjuntivo.
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Tecido Tecido Molécula Modo vibracional
conjuntivo conjuntivo
sem fixagao com formol
545 Pontes de dissulfeto® S-S
557 Jekkk -
591 PO43 51 Vibragdo  simétrica  de
alongamento
607 Glicerol &7 ok
622 622 Fenilanina’-41:45:53-54 Torgdo C-C
644 644 Tirosina 741:4553-54 Torgdo C-C
655 Cistina 553 C-S modo de alongamento
676 Acidos nucleicos % Hokk
719 Fosfolipideos 7414867 Vibragédo simétrica
estiramento de grupo colina
N* (CH3)3
746 DNA/RNA 1855 T anel aromatico
757 Triptofano 4154 hAx
818 Colageno 182056 Suporte principal C-C
827 DNA e proteina 2051 Cadeia principal
854 Proteina e DNA 20.38.51.53-55 Respiragdo do anel C-C
861 Grupo Fosfato %7 Hhkk
877 Lipidio e carboidrato 748 Estiramento simétrico C-C-n+
, anel C-O-C
885 Dissacarideo (celobiose) 52 (C-O-C) Modo esquelético
938 939 Prolina 384151 Cadeia principal estiramento
Cc-C
984 Fenilanina 5’ hAE
1003 1003 Fenilanina 18.20.38.55.58 Respiracéo do anel
1032 1032 Fenilanina 1820.3851 Dobra C-H
1045 v3 PO43 51 Vibragbes simétricas de
estiramento
1084 Acidos nucleicos Grupo de fosfodiéster
1098 wookk 5] v(CN)
1127 1127 Lipideo 204148 Alongamento trans C-C
1174 1174 Proteina 18:5° Dobra C-H
1208 1207 Proteina 3859 Alongamento C-C6H5
1249 Amlda 1l 18,20,41,60 *kkk
1267 Lipidio 44 C-H
1335 Colageno e &cido nucleico 3852 CHsCH:2

1341

Proteina e acidos nucleicos 7:1841,61-63

*kkk



1449

1366
1449

Fosfolipideos 5t

Proteina e DNA 20.37.51,55,64-66

vs (CH3)

Deformacéao CH
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***% Componente desconhecido.

Nas amostras analisadas de tecido conjuntivo (Tabela 3), houve uma maior

heterogeneidade entre os picos analisados sem e com fixacdo por NBF.

Intensidade (a.u)
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Figura 2: Espectro das medias de 50 espectros cada de tecido conjuntivo sem fixacao

(vermelho) e tecido conjuntivo com fixacdo (azul), com a marcacdo dos picos

espectrais

Ha uma reducgdo na intensidade das faixas espectrais que € observado na

figura 2, em que o tecido conjuntivo sem fixacdo se apresenta mais intenso em

comparacao com o tecido fixado por formol.
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Discussao

A analise Cluster K-means (Gréfico 1) e Analise de descriminantes lineares
(LDA) (Tabela 1), separaram as amostras com 100% de concordancia com o grupo
de origem das amostras. Portanto, a ER foi capaz de discriminar os diferentes tecidos

e diferentes métodos de armazenamento.

Em relacdo a tabela 2, referente aos picos espectrais de tecido epitelial de
superficie, a maioria dos picos que ocorreram em tecido epitelial sem fixagcdo também
ocorreram em tecido epitelial com fixacdo, com excecéo dos picos 510 cm?, 591 cm-
e 1251 cm™. Os picos 510 cm? e 1251 cm™ s6 ocorreram na amostra fixada por
formol, sugerindo que as amostras de tecido epitelial com ou sem fixagao por formol,
tem reduzida alteracdes apds a fixacdo por formalina 10% tamponada. Essa menor
alteracéo dos picos pode ocorrer devido a menor variabilidade de células que ocorre

neste tecido ou a uma menor interagéo e alteragéo do tecido pela fixagado por formol.

O pico espectral 510 cmtindica a forma vibracional de pontes de dissulfeto
guando a amostra foi fixada, isto pode ser uma indicacdo de transformacéo da
sulfidrila (SH) em dissulfeto (SS) observados pela presenca de formalina.*”-#8.68 O pico
1251cm* que aparece na amostra fixada por formol corresponde a faixa espectral da
amida lll. Segundo Faolain (2005), os aldeidos presentes na NBF, formam as ligacdes
cruzadas entre as proteinas que formam um gel, mantendo assim a estrutura do tecido
semelhante a estrutura in vivo. As proteinas sollveis se fixam com proteinas
estruturais. A maioria das ligacdes cruzadas sdo formados entre o atomo de nitrogénio
de lisina e o atomo de nitrogénio de uma ligacdo peptidica. Esta ligacdo cruzada de
pontes de metileno altera a amida, transformando uma amida Il em amida lll que pode
ser observada nos espectros fixados. Além disso, o NBF reage com o DNA e RNA
formando uma N-metilol (N-CH 2 OH), seguida de um ataque electrofilico que gera a
formacédo de ponte de metileno entre amino grupos®?7%-’1 gerando o encolhimento do
volume da amostra, e que resulta na perda da integridade da conformacao espacial
quaternaria, terciaria e possivelmente secundaria das proteinas’?, o que gera
degradacéo das proteinas e mudanca no seu estado vibracional que sera detectado

na analise espectral da ER.

Houve uma maior heterogeneidade entre os picos espectrais do tecido

conjuntivo, entre 0s picos das amostras com e sem fixacao por formol que € observada
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na tabela 3. Isto pode ser devido a maior variabilidade de tipos celulares deste tecido
ou a uma maior alteracéo do tecido pelo uso de formol em relacdo ao tecido epitelial
de superficie. Os picos 622 cm™, 644 cm™, 938 cm, 1003 cm, 1032 cm™, 1127 cm-
1,1174 cm, 1208 cm™ e 1449 cm se mantiveram constantes apesar do tipo de tecido
e armazenamento, o que demostra que nao houve altera¢des bioquimicas relevantes
nessas faixas espectrais. O pico espectral 545 cm™! e 655cm™ foi observado na
amostra de tecido conjuntivo fixada por formol, essa faixa espectral indica a forma
vibracional de pontes de dissulfeto que é observada em amostras fixadas por
formalina. 474868 O pico 1249 cm relacionado a amida Ill, sé ocorreram nas amostras
fixadas por formol no presente estudo. Os picos 757 cm™ 827cm™, 854cm?, 1084cm-
e 1341cm™ que correspondem a faixas espectrais referentes a proteinas, DNA e
aminoacidos apenas ocorreram na amostra sem fixacéo por formol, o que sugere que

o formol causou a degradacéo destas moléculas no processo de fixagéo 16:48-50

Os picos 676 cm™, 746cm™, 818 cm™ e 984 cm'1, 1335cm™ e 1366 cm™ que
correspondem a proteinas e DNA ocorreram apenas em tecido conjuntivo fixado por
formol. Isso pode ter ocorrido devido a maior variabilidade de tipos celulares que este
tecido apresenta em relacéo ao tecido epitelial, além da limitagdo da visdo topogréfica
gue nao permite que as leituras fossem realizadas exatamente nos mesmos pontos
antes e apds a fixacdo. Os picos espectrais 719 cm™?, 877 cm™ e 1267 cm?
correspondente a classe de lipideos e acidos graxos e sO ocorreram no tecido
conjuntivo sem fixacdo. Segundo Gazi (2005), existem ajustes devido a fixagdo por
formol na deformacéo do lipideo CH, C-N e estiramento C-C, e estiramento do C = O,
gerando diferenca nos modos de vibracdo de lipideos de membrana celular,
possivelmente através de uma reacdo de metileno glicol em formalina com cadeias de

hidrocarbonetos insaturados.

Nas figuras 1 e 2, hd uma reducéo geral da intensidade dos picos espectrais
apos a fixacdo dos tecidos com NBF. Em tecido epitelial a reducéo das intensidades
dos espectros foi menor se comparada a que ocorreu no tecido conjuntivo, o que
sugere que este tecido sofra mais alteracdes bioquimicas com a fixacdo por formol
gue alteram sua estrutura molecular de forma mais significativa. A causa dessa
reducdo geral dos espectros pode ser devido a capacidade da formalina de gerar a
degradacdo de proteinas, DNA, RNA e acidos nucleicos!®4-%0, que sugere que este
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tipo de condicionamento tenha influéncia nas analises moleculares do tecido, gerando

erros de interpretagéo, suprimindo informacgdes ou criando artefatos de fixacéo.

Conclusao

Os resultados deste estudo sugerem que a ER pode realizar analises de
tecido epitelial para uso em diagndéstico independentemente do método de fixagao,
pois esse tecido apresenta poucas alteragdes bioquimicas apés a fixacdo por formol.
Em tecido conjuntivo é necessario avaliar o tipo de fixagdo do tecido que sera
analisado para ER, ndo sendo muito indicado para uso em diagndstico, pois a fixacao
gera relevantes alteracdes bioquimicas no tecido. A ER possui um grande potencial
na area de diagnéstico, e é necessario que haja mais desenvolvimento de tecnologia,
na area de programacao e engenharia, que possibilite utilizar esta tecnologia como

auxiliar de diagnéstico clinicos em tempo real, sem provocar danos a saude.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A espectroscopia Raman (ER) € uma tecnologia Optica que vem sendo
estudada para uso em diagnaostico, devido a sua caracteristica de técnica ndo invasiva
e (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007) sem necessidade de um preparo prévio
das amostras (CALS et al., 2015), sua sensibilidade, precisdao (HAKA et al., 2005;
NOBREGA et al., 2015; ZHOU et al., 2015;) e tolerancia a amostras aquosas e o0 curto
periodo de aquisicdo das analises espectrais. (HANLON et al., 2000; KNIPFER et al.,
2014; LI; YANG; LIN, 2012). O processo patolégico gera alteragbes bioquimicas nos
tecidos, podendo ter caracteristicas inflamatorias ou neoplasicas. A (OLIVEIRA et al.,
2006; VENKATAKRISHNA et al., 2001).

Este trabalho foi realizado com o intuito de caracterizar o perfil espectral das
amostras de tecido epitelial e conjuntivo, apés o descongelamento do tecido que
estava armazenado a 80°C e apds a fixagdo do mesmo por formalina tamponada
neutra (NBF) 10% por 72 horas, buscando detectar e avaliar as alteracdes espectrais
que estes sofreram devido ao método de condicionamento do tecido. Foram utilizadas
5 linguas de ratos Wistar provenientes de material de descarte com aprovacdo no
CEUA no. 26102. Estas amostras foram descongeladas e submetidas a ER. Em
seguida, foram fixadas em formalina e apds 72h um novo espectro Raman foi obtido.
De cada amostra foi selecionada 2 areas distintas, uma de epitélio de superficie, outra
de tecido conjuntivo. Os espectros de Raman foram obtidos num espectrometro
Raman (Senterra, Bruker Optics, Ettlingen, Alemanha). A regido espectral analisada
foi de 500 a 1500 cm™, sendo que o espectro resultante de média da leitura de 10
pontos, uma em epitélio e uma em conjuntivo. Os espectros foram avaliados pela
analise dos componentes principais, diminuindo a quantidade de variaveis para 10
fatores que em seguida foram submetidos a andlise dos discriminantes lineares e
andlise cluster k-means que separou as amostras em 4 grupos. Outra avaliagéo foi
realizada, em que a média de 50 espectros de cada um dos quatro grupos (Tecido
epitelial com e sem fixacao e tecido conjuntivo com e sem fixacéo) foi realizado uma
analise dos picos espectrais. Os resultados estatisticos da Analise de discriminantes
lineares e Analise Cluster k-means foi de separacdo das 20 amostras em 4 grupos
gue coincidiram com os grupos de origem das amostras em 100% dos casos. O que

sugere que a ER fornece informagfes sobre a composicdo biomolecular, que nos
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permite diferenciar as andlises tanto quanto ao tipo de condicionamento quanto ao
tipo de tecido que foi analisado. Este achado esta em concordancia com a literatura
(HANLON et al., 2000; LI; YANG; LIN, 2012; MATTHEWS et al., 2011), demostrando
assim a alta sensibilidade e especificidade das analises espectrais fornecidas pela
ER.

A analise dos picos espectrais das médias de tecido epitelial de superficie e
tecido conjuntivo, antes e apdés a fixacdo por NBF 10%. Esta analise obteve como
resultado que hd uma reducéo da intensidade dos picos espectrais das amostras apos
a fixacdo, devido as alteracfes bioquimicas que a fixacdo por NBF gera no tecido. Em
tecido epitelial a reducéo das intensidades dos espectros foi menor se comparada a
gue ocorreu no tecido conjuntivo, o que sugere que este tecido sofra mais alteracdes
bioguimicas com a fixacao por formol que alteram sua estrutura molecular de forma
mais significativa. A causa dessa reducao geral dos espectros pode ser devido a
capacidade da formalina de gerar a degradacdo de proteina, DNA, RNA e &cidos
nucleicos (GALLI et al., 2014; KNIGGENDORF; GAUL; MEINHARDT-WOLLWEBER,
2011; KOTHMAIER et al., 2011; SRINIVASAN; SEDMAK; JEWELL, 2002), que sugere
que este tipo de condicionamento tenha influéncia nas analises moleculares do tecido,
gerando erros de interpretagédo, suprimindo informagdes ou criando artefatos de

fixacao.

Assim, os resultados deste estudo sugerem que a ER pode realizar andlises de
tecido epitelial para uso em diagnéstico independentemente do método de fixacao,
pois esse tecido apresenta poucas altera¢des bioguimicas apos a fixacao por formol.
Em tecido conjuntivo é necessario avaliar o tipo de fixacdo do tecido que sera
analisado para ER, ndo sendo muito indicado para uso em diagndéstico, pois a fixacao
gera relevantes alterac6es bioquimicas no tecido. Este resultado pode servir para
delinear estudos futuros ex-vivo com amostras de tecido que serdo analisadas pela
ER com relacdo ao tipo de condicionamento das amostras analisadas. Os resultados
deste estudo reforcam o potencial de analise molecular da ER para uso em
diagndéstico em tecido epitelial, mesmo que o material seja condicionado em NBF 10%,
gue é o condicionamento de tecido mais utilizado no mundo em materiais de bidpsia.
Novos estudos devem ser realizados para determinar os niveis de alteracdes
detectadas pela ER em outros tecidos devido ao método de condicionamento. Além

disso, a programag&o computacional deve evoluir no desenvolvimento de programas
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que permitam classificar as alteracdes moleculares de forma rapida, para que 0s
dados dos estudos na &rea possam ser usados como auxiliar diagnéstico de rotina e

em tempo real.



32

REFERENCIAS

CALS, F. L. J. et al. Method development: Raman spectroscopy-based histopathology
of oral mucosa. J. Raman Spectrosc., Chichester v. 44, no. 7, p. 963-972, 2013.

CALS, F. L. J. et al. Investigation of the potential of Raman spectroscopy for oral
cancer detection in surgical margins. Lab. Invest., Baltimore, v. 95, no. 10, p. 1186-
1196, 2015.

CROW, P. et al. The use of Raman spectroscopy to differentiate between different
prostatic adenocarcinoma cell lines. Br. J. Cancer, London, v. 92, no. 12, p. 2166-
2170, 2005.

DESHMUKH, A. et al. Raman spectroscopy of normal oral buccal mucosa tissues:
study on intact and incised biopsies. J. Biomed. Opt., Bellingham, v. 16, no. 12, p.
127004, 2011.

FERLAY, J. et al. Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and
major patterns in GLOBOCAN 2012. Int. J. Cancer, New York, v. 136, no. 5, p. E359-
E386, 2015.

GALLI, R. et al. Effects of tissue fixation on coherent anti-Stokes Raman scattering
images of brain. J. Biomed. Opt., Bellingham, v. 19, no. 7, p. 071402, 2014.
GNIADECKA, M. et al. Melanoma diagnosis by Raman spectroscopy and neural
networks: structure alterations in proteins and lipids in intact cancer tissue. J. Invest.
Dermatol., Baltimore, v. 122, no. 2, p. 443-449, 2004.

GUZE, K. et al. Parameters defining the potential applicability of Raman spectroscopy
as a diagnostic tool for oral disease. J. Biomed. Opt., Bellingham, v. 14, no. 1, p.
014016, 2009.

GUZE, K. et al. Pilot study: Raman spectroscopy in differentiating premalignant and
malignant oral lesions from normal mucosa and benign lesions in humans. Head Neck,
New York, v. 37, no. 4, p. 511-517, 2015.

HAKA, A. S. et al. Diagnosing breast cancer by using Raman spectroscopy. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, Washington, v. 102, no. 35, p. 12371-12376, 2005.

HAKA, A. S. et al. In vivo margin assessment during partial mastectomy breast surgery
using Raman spectroscopy. Cancer Res., Baltimore, v. 66, no. 6, p. 3317-3322, 2006.

HANLON, E. B. et al. Prospects for in vivo Raman spectroscopy. Phys. Med. Biol.,
Bristol, v. 45, no. 2, p. R1, 2000.

HUANG, Z. et al. Effect of formalin fixation on the near-infrared Raman spectroscopy
of normal and cancerous human bronchial tissues. Int. J. Oncol., Athens, v. 23, no. 3,
p. 649-656, 2003a.

HUANG, Z. et al. Near-infrared Raman spectroscopy for optical diagnosis of lung
cancer. Int. J. Cancer, New York, v. 107, no. 6, p. 1047-1052, 2003b.



33

HUANG, Z. et al. Raman spectroscopy of in vivo cutaneous melanin. J. Biomed. Opt.,
Bellingham, v. 9, no. 6, p. 1198-1205, 2004.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE ALENCAR GOMES DA SILVA.
Estimativa 2016: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro, 2015.

JERMYN, M. et al. Intraoperative brain cancer detection with Raman spectroscopy in
humans. Sci. Transl. Med., Washington, v. 7, no. 274, p. 274ral9, 2015.

JESS, P. R. T. et al. Early detection of cervical neoplasia by Raman spectroscopy. Int.
J. Cancer, New York, v. 121, no. 12, p. 2723-2728, 2007.

KAMINAKA, S. et al. Near-infrared Raman spectroscopy of human lung tissues:
possibility of molecular-level cancer diagnosis. J. Raman Spectrosc., Chichester, v.
32, no. 2, p. 139-141, 2001

KELLER, M. D.; KANTER, E. M.; MAHADEVAN-JANSEN, A. Raman spectroscopy for
cancer diagnosis. Spectroscopy, Springdfield, v. 21, no. 11, p. 33, 2006.

KNIGGENDORF, A.; GAUL, T. W.; MEINHARDT-WOLLWEBER, M. Effects of
ethanol, formaldehyde, and gentle heat fixation in confocal resonance Raman
microscopy of purple nonsulfur bacteria. Microsc. Res. Tech., New York, v. 74, no. 2,
p. 177-183, 2011.

KNIPFER, C. et al. Raman difference spectroscopy: a non-invasive method for
identification of oral squamous cell carcinoma. Biomed. Opt. Express, Washington,
v. 5, no. 9, p. 3252-3265, 2014.

KOTHMAIER, H. et al. Comparison of formalin-free tissue fixatives: a proteomic study
testing their application for routine pathology and research. Arch. Pathol. Lab. Med.,
Chicago, v. 135, no. 6, p. 744-752, 2011.

KRISHNA, C. M. et al. Micro-Raman spectroscopy for optical pathology of oral
squamous cell carcinoma. Appl. Spectrosc., Plainfield, v. 58, no. 9, p. 1128-1135,
2004.

LAU, D. P. et al. Raman spectroscopy for optical diagnosis in normal and cancerous
tissue of the nasopharynx—preliminary findings. Lasers Surg. Med., New York, v. 32,
no. 3, p. 210-214, 2003.

LIEBER, C. A. et al. Raman microspectroscopy for skin cancer detection in vitro. J.
Biomed. Opt., Bellingham, v. 13, no. 2, p. 024013, 2008.

LUI, H. et al. Real-time Raman spectroscopy for in vivo skin cancer diagnosis. Cancer
Res., Chicago, v. 72, no. 10, p. 2491-2500, 2012.

LI, X.; YANG, T.; LIN, J. Spectral analysis of human saliva for detection of lung cancer
using surface-enhanced Raman spectroscopy. J. Biomed. Opt., Bellingham, v. 17,
no. 3, p. 0370031, 2012.



34

LYNG, F. M. et al. Vibrational spectroscopy for cervical cancer pathology, from
biochemical analysis to diagnostic tool. Exp. Mol. Pathol., New York, v. 82, no. 2, p.
121-129, 2007.

MALINI, R. et al. Discrimination of normal, inflammatory, premalignant, and malignant
oral tissue: a Raman spectroscopy study. Biopolymers, New York, v. 81, no. 3, p.
179-193, 2006.

MATTHEWS, Q. et al. Biochemical signatures of in vitro radiation response in human
lung, breast and prostate tumour cells observed with Raman spectroscopy. Phys.
Med. Biol., Bristol, v. 56, no. 21, p. 6839-6855, 2011.

MOELANS, C. B. et al., Formaldehyde substitute fixatives. J. Clin. Pathol., London v.
136, no. 4, p. 548-556, 2011.

MOVASAGHI, Z.; REHMAN, S.; REHMAN, I. U. Raman spectroscopy of biological
tissues. Appl. Spectrosc. Rev., New York, v. 42, no. 5, p. 493-541, 2007.

NOBREGA, T. G. Caracterizacdo molecular pela espectroscopia Raman das
alteracdes epiteliais da mucosa bucal. 2015. 57 f. Tese (Doutorado em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2015.

NOTINGHER, I. et al. Discrimination between ricin and sulphur mustard toxicity in vitro
using Raman spectroscopy. J. R. Soc. Interface, London v. 1, no. 1, p. 79-90, 2004.

OLIVEIRA, A. P. et al. Near-infrared Raman spectroscopy for oral carcinoma
diagnosis. Photomed. Laser Surg., Larchmont, v. 24, no. 3, p. 348-353, 2006.

OSHIMA, Y. et al. Discrimination analysis of human lung cancer cells associated with
histological type and malignancy using Raman spectroscopy. J. Biomed. Opt.,
Bellingham, v. 15, no. 1, p. 017009, 2010.

RAMAN, C. V.; KRISHNAN, K. S.. A new type of secondary radiation. Nature, London,
v. 121, p. 501-502, 1928.

SOCRATES, G. Infrared and Raman characteristic group frequencies: tables and
charts. Hoboken: John Wiley & Sons, 2004.

ROBICHAUX-VIEHOEVER, Amy et al. Characterization of Raman spectra measured
in vivo for the detection of cervical dysplasia. Appl. Spectrosc., Plainfield, v. 61, no.
9, p. 986-993, 2007.

SINGH, R. CV Raman and the Discovery of the Raman Effect. Phys. Perspect., Basel,
v. 4, no. 4, p. 399-420, 2002.

SIR CHANDRASEKHARA Venhata Raman: biographical. Amsterdam: Elsevier, 1965.
The Nobel Prize in Physics 1930. Disponivel em: <



35

https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/physics/laureates/1930/raman-bio.html >,
Acesso em: 16 nov. 2016.

SHIM, M. G.; WILSON, B. C. The Effects of ex vivo Handling Procedures on the Near-
Infrared Raman Spectra of Normal Mammalian Tissues. Photochem. Photobiol.,
Augusta, v. 63, no. 5, p. 662-671, 1996.

SHIM, M. G. et al. In vivo near-infrared Raman spectroscopy: demonstration of
feasibility during clinical gastrointestinal endoscopy. Photochem. Photobiol.,
Augusta, v. 72, no. 1, p. 146-150, 2000.

SHORT, M. A. et al. Development and preliminary results of an endoscopic Raman
probe for potential in vivo diagnosis of lung cancers. Opt. Lett., New York, v. 33, no.
7, p. 711-713, 2008.

SRINIVASAN, M.; SEDMAK, D.; JEWELL, S. Effect of fixatives and tissue processing
on the content and integrity of nucleic acids. Am. J. Pathol., Philadelphia, v. 161, no.
6, p. 1961-1971, 2002.

SU, L. et al. Raman spectral properties of squamous cell carcinoma of oral tissues and
cells. Laser Phys., [S. |], v. 22, no. 1, p. 311-316, 2012.

VENKATAKRISHNA, K. et al. Optical pathology of oral tissue: a Raman spectroscopy
diagnostic method. Curr. Sci., Bangalore, v. 80, no. 5, p. 665-669, 2001

YAN, X. et al. Raman spectra of single cell from gastrointestinal cancer patients. World
J. Gastroenterol., Beijing, v. 11, no. 21, p. 3290-3292, 2005.

ZHOU, Yan et al. Human brain cancer studied by resonance Raman spectroscopy. J.
Biomed. Opt., Bellingham, v. 17, no. 11, p. 116021, 2012.



