ESPECTROSCOPIA FT-RAMAN IN VIVO PARA ESTUDO DE LESOES MAMARIAS EM
MODELO ANIMAL.
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Resumo - Espectroscopia Raman foi utilizada na investigacdo e monitoramento dos compostos
bioquimicos das glandulas mamarias no intuito de desenvolver um procedimento de diagnostico clinico
reprodutivel e ndo-invasivo. Entretanto, apesar dos diversos avancos na area de espectroscopia o6ptica,
ainda existe a necessidade de se obter um procedimento de avaliacdo de lesGes cancerigenas sem a
necessidade de remogdo das mesmas, ou seja, in vivo. Este trabalho € um dos primeiros a utilizar a
espectroscopia Raman para estudo de tecidos mamario in vivo, o qual pode levar a uma possivel deteccéo
de lesbes em tempo-real de uma maneira ndo-invasiva. Neste piloto foram obtidos espectros Raman de
tecido glandular mamario normal de um rato Wistar fémea com auxilio de fibra 6ptica, de maneira
transcuténea e diretamente na glandula. Observou-se similaridade dos espectros glandulares obtidos das
duas formas, bem como sua correspondéncia bioquimica com os espectros de tecido glandular mamario
humano sem altera¢des obtido in vitro. Estes resultados mostram o potencial desta técnica para futuras

aplicacdes clinicas de diagndstico in vivo.
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Introducao

A espectroscopia Vibracional tem sido
utilizada cada vez mais no estudo de tecidos
biolégicos. Andlises espectrais tém revelado
importantes informacdes a niveis microestruturais
e moleculares. A utilizacdo da espectroscopia
Raman in vitro e ex vivo tem mostrado o potencial
desta técnica para detectar e diagnosticar
diferentes tipos de lesdes.

Recentemente, véarios estudos tem sido
publicados na tentativa de realizar, por
espectroscopia Raman, o diagndstico de lesbes in
vivo (HAKA AS et al. 2006; KRISHNA CM et al.,
2006; MATOUSEK P et al. 2006; CHRIT L et al.,
2006; MOTZ JT et al. 2005; L. CHRIT et al., 2005
J. T. MOTZ et al. 2004). O diagnéstico Raman in
vivo permite uma andlise ndo destrutiva, sendo
que, a natureza aquosa do tecido ndo interfere nas
medidas. As medidas ndo requerem preparacao
prévia das amostras, além de que, € uma técnica
gue pode fornecer o diagndstico em tempo real. A
aplicacdo clinica desta técnica possui grande
relevancia tecnolégica e social podendo, inclusive,
ser utilizado em ambientes cirdrgicos.

Atualmente a investigagdo da glandula
mamaria para existéncia de um tumor € realizada
através de exames periddicos, como a palpacéo
mensal, feita pela prépria paciente e pela
avaliacdo meédica, através de exames fisicos e
principalmente através da mamografia. Visto que,

aproximadamente, 80 % das bidpsias de mama
confirmam um processo de patologias benignas,
avangos técnicos que permitam um diagndstico in
situ minimamente invasivo e mais acurado séo
essenciais. Estes avangos técnicos poderiam, por
exemplo, reduzir custos evitando cirurgias
desnecesséarias e minimizando danos fisicos aos
pacientes. Por essas razfes, diversos estudos
vém sendo realizados a fim de se desenvolver um
procedimento clinico eficiente, reprodutivel e ndo-
invasivo para investigacdo e monitoramento das
glandulas mamarias. (BITAR et al., 2006).

Neste desenvolvimento, a espectroscopia
Raman tem se mostrado como uma ferramenta
bastante importante para avaliacdo de tecidos
neoplasicos. As informacdes obtidas por esta
técnica s8o extremamente importantes para o
desenvolvimento de uma biblioteca espectral e
estudos para o desenvolvimento de algoritmos de
andlise para classificagdo diagnostica. Porém,
para utilizacdo desta técnica na rotina clinica,
diversas etapas de estudo devem ser cumpridas,
afim que se desenvolva uma metodologia e
equipamentos economicamente e
tecnologicamente acessiveis.

A fim de atingir este objetivo realizamos o
estudo piloto de medidas Raman in vivo em
glandulas mamarias normais. Este procedimento
teve por objetivo verificar a viabilidade de
caracterizacdo do espectro do tecido mamaério
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através da pele, viabilizando a metodologia de
aquisicao do sinal de maneira ndo-invasiva.

Materiais e Métodos

Para este estudo de espectroscopia Raman in
vivo, foi utiizada uma rata albina (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem EPM-1 Wistar,
pesando em torno de 280 g oriunda do Laboratério
de Farmacodindmica da Universidade do Vale do
Paraiba — UNIVAP. O animal foi mantido sob
regime de alimentacdo (racdo Nuvital CR-1) e
agua ad libitum. O animal foi anestesiado com
mistura de xilazina com ketamina (Calmium® e
Dopalen® 0,1ml de cada uma, por via
intraperitoneal. O animal permaneceu anestesiado
por todo o procedimento. Apds a coleta dos sinais
Raman, o animal foi sacrificado através de injecao
intracardiaca de 3 ml de Cloreto de Potassio (KCI).
Esta pesquisa teve aprovacdo da Comissdo de
Etica em Pesquisa da Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP) (A022/2006/CEP).

O equipamento utilizado para este
procedimento foi o Espectrémetro FT-Raman RFS
100, Bruker Optics (Alemanha) acoplando o
acesso6rio RamProbe, necessario para as medidas
in vivo, como pode ser observado nas Figuras 1 e
2.

Figura 1. Espectrometro FT-Raman RFS 100 (Bruker Optics —
Alemanha).

Figura 2. RamProbe para experimento in vivo e os 6culos de
protecéo para infravermelho, indispensavel para a protegéo do
operador.

Para a coleta das medidas espectrais da
mama, o animal foi posicionado na mesa cirlrgica,

imobilizado e a remog¢édo dos pelos do animal na
regido mamaria, foi realizada com auxilio de pinga,
para que ndo houvesse influéncia dos mesmos, no
espectro Raman obtido. Este processo nao
comprometeu o tecido cutdneo nem o mamilo do
animal, e o sinal Raman foi obtido posicionando o
RamProbe sobre a pele da mama, centralizando o
foco do RamProbe no mamilo do animal obtendo
desta forma, espectros Raman de quatro regides
diferentes da glandula mamaria.

A seqguir foi realizado um procedimento
cirtrgico para exposicao das glandulas mamarias.
O sitio foi exposto através do rebatimento do
retalho cutaneo, através de uma incisdo inicial
realizada medialmente em relacdo a mama,
seguido de descolamento do mesmo até a
exposicdo completa da glandula mamaria.
Expondo as glandulas mamarias, o RamProbe
pdde coletar os espectros do tecido mamario sem
interferéncia do sinal da pele de maneira similar ao
procedimento transcutaneo.

Para aquisicdo dos espectros Raman in vivo,
o RamProbe deve ser posicionado verticalmente
em relacdo ao objeto a ser analisado. Ajustado a
melhor posicdo do animal e operador para essa
aquisicdo. Para o0s dois procedimentos, o0s
parametros ajustados foram 0s mesmos, sendo
poténcia do laser de Nd:YAG utilizada de 400 mW
de saida do equipamento, chegando na amostra
aproximadamente 175mwW focado e 300
varreduras, mantendo o RamProbe em contato
direto com o tecido para melhor ajuste focal.

Para finalidade analitica, os dados tiveram a
linha de base corrigida, em funcdo da
fluorescéncia e foram normalizados vetorialmente,
através do software OPUS, proprio do sistema FT-
Raman RFS 100, Bruker.

Resultados

A Figura 3 mostra o espectro Raman obtido in
vivo de duas glandulas mamarias de rato Wistar
fémea, transcutaneamente e invasivamente sem
nenhum pré-processamento. Observa-se nesta
figura a existéncia de uma pequena auto-
fluorescéncia proveniente do tecido bioldgico, a
qual ndo chega a interferir na deteccdo e
resolugdo das bandas Raman, mostrando a
eficacia da radiacdo de 1064 nm em eliminar este
efeito mesmo em experimentos in vivo. A fim de
realizar um estudo comparativo entre as medidas
transcuténeas e invasivas, a auto-fluorescéncia foi
removida e 0s espectros resultantes normalizados
vetorialmente (Figura 4). Observa-se a excelente
razdo sinal-ruido dos espectros obtidos nas duas
condicbes. Apesar dos espectros transcutaneos
apresentarem um nivel de ruido maior que os
obtidos invasivamente, a identificagdo dos picos
nao foi prejudicada.
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Observa-se na Figura 4, a similaridade dos
espectros Raman obtidos ndo invasivamente com
os obtidos invasivamente. Este fato mostra que,
devido a penetracdo do laser na pele do animal, o
sinal Raman das glandulas mamarias sobrep6em-
se aos emitidos pela pele do mesmo. Este
resultado é importante, pois mostra a possibilidade
de diagnéstico transcutaneo de lesdes de uma
maneira ndo-invasiva.
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Figura 3. Espectros FT-Raman in vivo de tecido mamario de
rato Wistar fémea. Os espectros glandulares representam os
dados obtidos diretamente sobre a glandula mamaéria, exposta
cirurgicamente, e 0s espectros transcutaneos representam os
dados obtidos do tecido maméario coletados de maneira n&o
invasiva. Os espectros se apresentam sem nenhum pré-

processamento.
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Figura 4. Espectros FT-Raman in vivo de tecido mamario de
rato Wistar fémea. Os espectros se apresentam com linha de
base corrigida e normalizados vetorialmente, na regido
espectral de 800 a 1800 cm™.

A fim de comparagdo, mostramos na Figura 5 a
média de trinta espectros Raman de tecido
mamario humano normal obtido pelo mesmo
sistema Raman (FT-Raman Bruker). Estes
espectros foram coletados a partir de amostras ex
vivo deste tecido obtidas de pacientes submetidas

a mamoplastia redutores. As amostras foram
mantidas congeladas em nitrogénio liquido até o
momento da espectroscopia FT-Raman. As
condicbes experimentais do espectrdmetro
ajustadas para a coleta deste espectros, foram
bastante similares as condi¢des ajustadas para o
procedimento in vivo, sendo 300mW de poténcia
de saida do laser, chegando na amostra
aproximadamente 250mW, e 300 varreduras por
ponto. Desta forma, os espectros podem ser

comparados relacionando a  similaridade
bioquimica entre as diferentes glandulas
mamarias.
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Figura 5. Espectro FT-Raman ex vivo de mama humana
normal. Espectro se apresenta com linha de base corrigida e
normalizada vetorialmente na regiGo de 800 a 1800 cm™. Média
de trinta espectros obtidos de bidpsia de duas pacientes
mulheres voluntérias.

Discusséo

Comparando as bandas Raman de maior
intensidade com a identificacdo apresentada na
Tabela 1, observamos a predominancia de lipidios
presente nos tecidos mamarios normais, como
encontrado anteriormente nos resultados ex vivo.
(Bitar et al. 2006) Este resultado esta de acordo
com a constituicdo bioquimica predominante nos
tecidos mamarios normais de células contendo
grande quantidade de gordura citoplasmatica
aliada ao fato de que, comparado com 0s outros
constituintes bioquimicos da mama, os lipidios
possuem um secdo de espalhamento Raman
maior. Na Figura 5, observa-se claramente que a
relacdo sinal-ruido dos dados obtidos pelo sensor
de fibra optica € compativel com o obtido pelo
sistema ex vivo, mostrando assim, a viabilidade
técnica da utilizacdo da espectroscopia Raman
através de fibras Opticas.

Tabela 1 - Modos Vibracionais e Biomoléculas referentes picos
Raman de tecido mamério.

Picos FreqUQPC|a ) Moqlos . Biomoléculas
(cm™) Vibracionais

) v(C—C)ouv Fosfolipidios,

L 1060 - 1090 (C—0), —CH Carboidratos
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OH)
v (CN), 3(NH), .
: : Colageno,
2 1270 Am'd(igl‘_(ﬁ)he“)(’ Triptofano, Lipidios
Colageno,
3 1304 8(CHy), (5CHs) Fosfolipidios,
Triglicérides
Colageno,
3(CH,), 8(CHs), Fosfolipidios,
4 1446 (O—P—0) Desoxirribose,
Carboidratos
v (C=0), Amida |, | Colageno, Elastina,
° 1657 a-helix, (C=C) Lipidios
6 1747 v (C=0) Fosfolipidios
Concluséo

Neste  estudo piloto, mostramos  a
possibilidade de utilizar a espectroscopia Raman
de uma maneira ndo-invasiva para obter
informacdes da estrutura bioquimica em tecidos
mamarios. Salientamos que este € um dos
primeiros trabalhos a utilizar a espectroscopia
Raman in vivo para estudo de tecidos mamarios. A
aquisicdo dos espectros Raman através dessa
metodologia sugere o potencial de aplicagcdo desta
técnica para o uso clinico com possibilidade de
deteccdo de lesdes em tempo-real de uma
maneira ndo-invasiva.

Observamos grande similaridade entre os
componentes bioguimicos animais e humanos.
Esta similaridade poderd ser utlizada na
continuidade deste projeto. A inducdo de cancer
de mama em modelo animal podera fornecer
conhecimento de como esta técnica podera ser
aplicada em um diagnoéstico precoce de
neoplasias mamarias.
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