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Resumo- O diagnostico definitivo das lesdes que acometem o tecido da glandula Tiredide geralmente é
realizado por puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF). O objetivo deste trabalho é demonstrar a viabilidade
de diagnéstico de céncer de tiredide pela pela técnica de Espectroscopia Raman. Neste piloto, foram
analisadas duas amostras com tecido normal da Tire6ide e duas amostras de carcinoma Folicular tipo
insular. Os resultados preliminares mostraram que existe a possiblidade de diferenciar estes dois tipos de
tecidos através da Espectroscopia Raman. Andlise da intensidade relativa dos picos vibracionais de cada
componente quimico foi realizada e observou-se que o carcinoma Folicular apresentou maior intensidade na
banda formada por Cisteina, PO:, Amida | ao passo que o tecido normal da Tire6ide obteve maior

intensidade na banda de Amida lll.
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Introducéo

A tireGide é considerada o 6rgdo de maior
funcdo endécrina. A secrecdo dos hormoénios
tiredideos exerce importante funcdo para o
crescimento e desenvolvimento normais, além de
contribuir na homeostasia, producdo de calor e
energia. AlteracBes na sintese e secrecdo dos
horménios tiredideos podem acarretar retardo no
crescimento, doencas vasculares, disfungfes
pulmonares e renais, constipagdo cronica,
alteracbes no sistema neuromuscular, sintomas
referentes ao sistema nervoso central, anemia,
entre outras patologias associadas. Dentre as
lesBes que acometem este 6rgao, o cancer tem se
destacado como um dos problemas mais
importantes e de dificil diagndstico.

O céancer da glandula tiredide é a neoplasia
mais comum do sistema enddcrino. Estas lesbes
sdo classificadas em diferenciadas (papilifero e
folicular), ndo diferenciadas (anaplasicos) e
medulares, sendo os carcinomas papiliferos os
mais frequentemente observados, seguidos pelos
foliculares. Em apenas 10% dos casos de
carcinomas diferenciados de baixo risco ocorre
recidiva tumoral e 2% das pessoas podem vir a
falecer. Ja os casos de alto risco permitem
sobrevida de 10 anos, variando de 0% a 60%, séo
os carcinomas indiferenciados, que pode ter
consequéncia de doencga incontrolavel no pescoco
com invasdo de estruturas nobres, e ocorre
freqiientemente pouco tempo apds o diagndstico.

O céancer de tiredide corresponde a cerca de
1% de todas as neoplasias humanas. Em 2001,

19.500 novos casos de carcinoma da tiredide
foram diagnosticados nos Estados Unidos. No
Brasil, o cancer de tiredide representa 4,5% das
neoplasias nas mulheres e 0,9% no sexo
masculino. A incidéncia de cancer de tiredide tem
aumentado nos ultimos anos, principalmente pelo
diagnéstico precoce.

Um estudo feito pela Universidade Federal do
Rio de janeiro em 2005 avaliou a incidéncia e
mortalidade por cancer de tiredide no Brasil
calculadas dentro de um periodo de 20 anos
(1980-1999). Analisando sete cidades do Brasil
verificou-se que o primeiro grupo formado por
Belém, Porto Alegre, Recife e Salvador,
apresentavam menores taxas de incidéncia. Séo
Paulo e Distrito Federal se destacam por
apresentarem as maiores taxas. Goiania
apresentou um valor situado entre esses dois
grupos extremos. A variabilidade das taxas de
incidéncia entre locais deve estar relacionada a
variagbes na cobertura dos Registros de Céancer
de Base Populacional, assim como na
disponibilidade e acesso a recursos diagndsticos e
terapéuticos.

A melhora nos métodos de imagem nos ultimos
anos, é um fator importante devido ao aumento do
diagnéstico de nédulos tireoidiano. Como
conseqiliéncia, esta cada vez mais comum o
diagnostico de nédulos pequenos, ndo evidentes
ao exame clinico.

Geralmente, procedimentos invasivos como a
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF), Core
Biopsy® ou bidpsias cirdrgicas sdo implementadas
para promover diagnéstico definitivo das lesdes do
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tecido da glandula Tiredide, porém em 80% dos
casos estas bidpsias sdo realizadas em tecidos
com alteragdes benignas que geralmente nao
possuem caracteristicas morfolégicas malignas. O
namero médio recomendado de procedimentos de
PAAF para se obter amostra adequada de nédulos
palpaveis tem sido trés vezes de diferentes areas
da lesdo, mas ocasionalmente, até seis punc¢des
podem ser necessarias.

Assim, a eficacia da PAAF depende da
experiéncia em selecionar e aspirar nédulos
palpaveis para se obter esfregagos com
celularidade representativa, preparagdo adequada
dos esfregagos, como fixacdo e coloracdo e
finalmente, conhecimento e familiaridade com a
histopatologia de lesdes tireoidianas.
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Figura 1- Imagens do tecido da tire6ide para
diagndstico histopatolégico (SCHULTZ,2002)

A figura 1 demonstra imagens do tecido intacto
da tire6ide material extraido da glandula por PAAF
e uma imagem grande do cancer celular. E
possivel verificar claramente a dificuldade de se
determinar as anormalidades morfolégicas do
tecido pelo exame citopatologico, o patologista
precisa ter muita experiéncia para rastrear e
diferenciar as estruturas observadas.

O texto exposto acima, ressalta mais uma vez a
importancia dos meios de diagndstico tanto no
periodo pré-operatério como no pés-operatoério,
fator este de grande influéncia para se determinar
condutas e progndsticos, sujeitos frequientes de
controvérsias quanto a abordagem clinica. Devido
a todos estes inconvenientes fica evidente a
necessidade de se desenvolver um novo método
de diagnostico.

Todas as doencas, sem exce¢do, sao
causadas por mudancas na bioquimica celular
e/ou dos tecidos. O corrente desafio da medicina
moderna é o de encontrar uma técnica analitica
que investigue estas alteragdes por métodos
minimamente invasivos e nao-destrutivos. Poucos
métodos analiticos satisfazem esses
requerimentos e sdo sensiveis o suficiente para
revelar detalhes de composicdo e estrutura.
Dentre as novas técnicas que se tem
recentemente sido apresentadas, a
Espectroscopia Raman ¢é uma das mais

promissoras, visto que alteragcdes microscépicas
podem ser detectadas por espectroscopia Optica
pelos sinais caracteristicos da doenga.

KRAFFT C. et al. elaborou um artigo
descrevendo diferentes aplicagbes biomédicas
utiizando FT-Raman na ultima década. Os
espectros vibracionais com focos de imagens e
métodos foram discutidos neste estudo em tecidos
mineralizados (ossos, dentes), pele, tecidos
cerebrais, trato gastrointestinal (boca, esbéfago,
célon), térax, artérias, cartilagens, colo do utero,
trato urinério, prostata, bexiga, tecido ocular,
figado, coragdo e baco. Foi possivel demonstrar
as possibilidades e prospectiva destes métodos
com vasto campo para biodiagnosticos,
detectando e caracterizando doencas, tumores e
outras patologias.

Estudo realizado por NUNES et al. 2003,
demonstrou que a espectroscopia FT-Raman é
adequada para aplicacbes em peles humanas.
Foram analisadas 39 amostras de pele, dentre
elas, 18 amostras diagnosticadas como peles
normais e 21 amostras diagnosticadas como
malignas e observou-se diferencas espectrais
entre os tecidos normais e malignos pela
intensidade dos modos vibracionais (picos) com
uma especificidade de 100% e uma sensibilidade
de 83% (6). Em outro estudo realizado por BITAR
et al. 2005, avaliou o diagndstico vibracional
molecular de doengas mamarias, com um total de
859 espectros, incluindo diagndsticos como tecido
mamario normal, altera¢gGes funcionais benignas
da mama (AFBM), fibroadenoma (FBD), neoplasia
intra-epitelial ductal e diferentes tipos de
carcinomas mamarios.

Um estudo prético realizado na China por LIU
et al. 2005, investigou tecidos da tiredide, pulméo,
ovario, cervical e tecido uterino. A Tiredide e o
tecido uterino exibem maior numero de bandas
Raman que os demais tecidos analisados,
enquanto o tecido pulmonar e cervical néo
demonstrou nenhuma banda. Consideraveis
diferencas foram percebidas entre o tecido normal
da Tiredide e o cancer folicular com picos de 1.585
e 1.634 cm™. Entretanto, outras lesbes de tiredide
ndo foram estudadas como, por exemplo, as
lesBes benignas.

Tendo em vista a alta aplicabilidade de
espectroscopia Raman no diagndstico de doencas
humanas assim como, a necessidade de
complementar os estudos de Tirdide existentes na
literatura, o objetivo deste piloto é demonstrar a
viabilidade de diagnéstico das lesdes malignas e
benignas da Tiredide pela técnica de
Espectroscopia Raman.

Metodologia

Para este estudo piloto, foram coletadas duas
amostras de tecidos da tiredide apos procedimento
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cirdrgico (Tireodectomia) contendo: tecido normal
da Tiredide e carcinoma Folicular tipo insular
(N°H281/CEP/2007).

Ap6s a remocgdo cirdrgica, as amostras ficaram
armazenadas em tubos criogénicos Nalgene®
mantidos em nitrogénio liquido (-196°C) até o
momento da andlise pelo espectrébmetro FT-
Raman no Laboratério de Espectroscopia
Vibracional Biomédica (LEVB) da Universidade do
Vale do Paraiba (UNIVAP) em S&o José dos
Campos, Séo Paulo.

Antes da andlise espectral, as amostras foram
descongeladas em soro fisiolégico (0,9%) em
temperatura ambiente. Depois cortada em
fragmentos utilizando o bisturi lamina nimero 15 e
posicionada na porcéo central do porta-amostra de
aluminio para proceder a leitura no espectrémetro.
O laser Nd:YAG em 1064nm foi utilizado como
energia de excitacéo no espectrémetro FT-Raman.
Obteve-se 6 espectros, 3 espectros referentes ao
tecido normal da Tirebide e 3 referentes ao
carcinoma Folicular. Os espectros foram
submetidos a “clusterizacdo”, através do software
MINITAB® Release 14.20, as medidas espectrais
foram ent&o normalizadas pelo pico de 1.462 cm™.
Em seguida foram analisados os componentes
principais dos espectros, para determinar o

potencial discriminativo dos sinais Raman
coletados.
Resultados
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Figura 2 — Espectro Raman do tecido da Tiredide
normal e carcinoma Folicular. Linha cinza
representa o espectro da Tiredide normal e linha
preta carcinoma Folicular.

Na tabela 1, associamos a frequéncia
vibracional dos modos Raman e suas respectivas
identificacdoes.

Tabela 1- Espectro FT-Raman e sua especificacao
biolégica.

Freqiiéncia (cm™) Interacbes
520 -540 S-S
1102 > PO,
1230 - 1295 Amida Il
1440 - 1460 C—H def
1650-1680 Amida |

Pela andlise dos Espectros Raman obtidos na
figura 2, verifica-se que o pico formado pela banda
de 520 a 540 cm'!, apresentou-se com maior
intensidade no carcinoma Folicular que no tecido
normal da Tiredide. Outra regido importante € o
pico formado por carbono peptideo (vibragbes
amida Ill) entre 1230 a 1295 cm'* com maior
intensidade no tecido normal da Tire6ide que no
carcinoma Folicular. A banda de 1650 & 1680 cm™!
forma outra ligacdo carbono peptideo (Amida I)
com menor intensidade no tecido normal se
comparado com carcinoma Folicular. Ou seja,
através da andlise dos compostos bioquimicos e a
intensidade contida em cada leséo representada
no espectro. Observa-se a existéncia de
diferencas espectrais entre o0s dois tipos de
tecidos.

Discusséo

Os resultados da comparag¢éo da intensidade
relativa dos modos vibracionais entre tecido
normal de Tiréide e o carcinoma Folicular tipo
insular mostram importantes diferencas que
podem ser associadas a alteracBes bioquimicas
do tecido. Na regido, por exemplo, de 510 a 550
cm! correspondente as ligagdes quimicas de
dissulfeto (Cisteina) o espectro Raman do
carcinoma Folicular apresenta-se com maior
intensidade. Entretanto, fica evidente que uma
melhor separagdo se dara através de analises
multivariadas de varios espectros Raman dos dois
tecidos de diferentes pacientes. A identificacdo de
algum  marcador bioquimico poder4d ser
identificada por esta técnica. Uma andlise dos
modos vibracionais do DNA podera ser suficiente
para fornecer uma boa separacdo entre o0s
diferentes tipos de les@es de tiréide.

Claramente, observa-se que na comparacgéo da
Figura 1 com a Figura 2 o diagndstico por biopsia
Optica seria mais simples, e acima de tudo, menos
propenso a erro humano sendo capaz de fornecer
grandes dados na identificagdo dos compostos
quimicos do tecido.
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Concluséo

Foi possivel discriminar pela Espectroscopia
Raman o tecido normal da Tiredide e carcinoma
Folicular tipo insular pela andlise da intensidade
dos picos vibracionais de cada substancia ou
agrupamento quimico, o carcinoma Folicular
apresentou maior intensidade na banda formada
por Cisteina, PO., Amida | e o tecido normal da
Tirebide teve uma maior intensidade na banda de
Amida lll.

Como foi possivel discriminar o carcinoma
Folicular do tecido normal da Tire6ide futuramente
serd realizado um novo estudo para diferenciar os
demais tipos de céncer que acometem a Tiredide.
Também se prevé que, com auxilio da fibra Gptica
de forma minimamente invasiva, o estudo do
tecido da tiredide possa ser feito rapidamente com
alta confiabilidade sem necessidade da remocéo
da estrutura analisada.

O avanco da medicina estd diretamente
relacionado com a diminuicdo da incidéncia e
mortalidade das doengas e quanto mais preciso e
precoce for o diagnéstico, melhor sera a condi¢cédo
de tratamento e cura.
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