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Resumo- O célon é a maior por¢do do intestino grosso sendo responsavel pela absorcao da agua das
fezes, tornando-as consistente. Este 6rgdo pode ser alvo de véarias doencas como adenomas,
adenocarcinomas, diverticulose e colite ulcerosa, entre outras. Atualmente existem alguns tipos de
diagnostico, tais como: toque retal, célonoscopia e biépsia com o estudo histopalégico da lesdo. Mas sao
metodos que além de demorados, sdo invasivos. A espectroscopia no infravermelho vém como uma nova
metodologia para deteccdo precoce com a vantagem de ndo ser invasiva.
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Introducéo

O intestino grosso ou erroneamente chamado
de colon é a parte final do tubo digestivo. Nele
distinguem-se trés partes: 0 ceco, onde
desemboca o intestino delgado e em que existe
um prolongamento em forma de tubo chamado
apéndice vermiforme; o célon que se distingue em
trés partes: colo ascendente ou direito, o colo
transverso, que atravessa a cavidade abdominal
da direita para a esquerda, e o célon descendente
ou esquerdo e o reto, que se comunica com O
exterior através do orificio anal, apresenta uma
dilatacdo chamada ampola retal, cujo alargamento
desencadeia o0 ato de defecacdo. O anus
encontra-se fechado por um musculo chamado
esfincter anal, situado a sua volta, em forma de
anel. No intestino grosso os alimentos né&o
digeriveis sdo acumulados, sendo-lhes absorvida
a agua. Também é ai que sdo armazenadas as
fezes, antes de serem evacuadas. O célon é a
maior porcdo do intestino grosso sendo
responsavel pela absor¢cdo da agua das fezes,
tornando-as consistente. Este 6rgao pode ser alvo
de varias doencas como adenomas,
adenocarcinomas, diverticulose e colite ulcerosa,
entre outras (INCA 2010).

Atualmente  existem alguns tipos de
diagnostico, tais como: toque retal, exame
radioloégico contrastado com o intestino grosso,
célonoscopia e bidpsia com o estudo histopaldgico
da lesdo. Esses métodos, porém, além de
invasivos necessitam de varios dias para
fornecerem os resultados, desta forma retardando
o tratamento do individuo. A medicina moderna
busca novas técnicas de diagndsticos que possam
ser menos traumaticas para o paciente e com a
possibilidade de fornecer o resultado em tempo
real. Dentre as técnicas que estdo sendo

estudadas, destaca-se a de espectroscopia 6ptica.
Cuja principal vantagem quando comparada a
histologia convencional, é a possibilidade de
realizar uma andlise bioquimica das alteracdes
moleculares ao invés da andlise morfolégica.
Dentre as técnicas Opticas aplicadas para este fim,
a de imageamento por infravermelho préximo, tem
recentemente sido utilizada com sucesso no
estudo de vaérias lesdes (KRAFFT, C., 2008;
LASH, P., NAUMANN, ET AL., 2004; LASH, P.,
NAUMANN, D. 2006).

A técnica de absorcao de infravermelho analisa
a interacdo de radiacdo eletromagnética com a
matéria, determinando os niveis de energia de
atomos e moléculas (SALA, O., 1995). O método
fornece um espectro de absor¢cdo bioquimica
devido as vibracdes de ligacdes quimicas de
componentes celulares, tais como proteinas,
acidos  nucléicos, carboidratos e lipidio
(MAQUELIN, K., ET AL. 2002; BALDAUF, N. A,
2007; AMIALI, N. M., 2007). A grande maioria das
moléculas tem bandas de infravermelho na faixa
espectral entre 400 e 4000 cm™ (MIR), isso se
deve, principalmente, ao fato de nessa regido
ocorrerem, essencialmente, transices
fundamentais e ha a existéncia de uma faixa
espectral conhecida como regido de impressao
digital. Nessa regido, pequenas alteracbes na
estrutura e na constituicdo de uma molécula
resultam em mudancas significativas na
distribuicdo das bandas de absorcdo do espectro,
que séao relacionados com a estrutura da molécula
(NAUMANN, D., 2000; WARTEWIG, S., 2003).

Assim, a fim de minimizar as desvantagens que
ocorrem nos diagnésticos histologicos
convencionas, o objetivo deste projeto é verificar a
potencialidade da técnica de imageamento por
infravermelho, como uma nova metodologia para
analise de célon.
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Metodologia

As amostras de tecidos estudadas foram
coletadas no Hospital de Clinicas - UNICAMP, de
acordo com as normas do comité de ética e
pesquisa, L166/CEP2004. As mesmas foram
armazenadas em frascos criogénicos Nalgene®
de 1,2 ml e identificadas, visando a preservacgéo e
manutencdo de todas as amostras até o momento
do transporte e analises espectroscopicas. O
estudo foi conduzido no Laboratério de
Espectroscopia  Vibracional  Biomédica da
Universidade do Vale do Paraiba — S&o José dos
Campos/SP.

As amostras foram seccionadas utilizando um
Criostato modelo CM 1100, marca LEICA,
mostrado na Figura 1, seguindo os parémetros
adequados do equipamento.

Figura 1: Criostato (CM 1100 - LEICA).

Os cortes foram realizados alternadamente
sendo que o primeiro colocado na janela de CaF,
como demonstrado na Figura 2 e 0 segundo em
uma lamina histolégica. As laminas foram coradas
utilizando os procedimentos padrbes (Figura 3), e
posteriormente utilizadas para a confirmacéo
patolégica por um especialista. Tendo em vista
que atualmente a histologia € o “padrdo ouro” de
diagnostico, este método foi utlizado para
comparacdo com a analise bioguimica obtida pelo
equipamento de FT-IR.

Figura 2: Janela de CaF,.
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Figura 3: Método de coraloracéo de laminas.

Para a analise espectroscépica nédo €
necessario nenhum tratamento prévio, apenas
foram cortadas na espessura de 12 uym. A janela
de CaF, serve de porta amostra, pois ndo possui
bandas na regido de interesse. As amostras foram
mantidas em uma sala com baixa umidade por
trinta minutos com a intencdo remover 0 excesso
de agua presente na amostra apds a secgao.

As imagens bioquimicas foram obtidas em
modo de imagem por transmitancia, no intervalo
de 4000-900 cm™, com 32 varreduras por pixel
(6,25 umz) e resolucdo de 4 cm™ através da
microespectroscopia FT-IR utilizando 0
microscépio de imageamento (Spotlight 400 —
Perkin-Elmer) equipado com detector MCT
operando a temperatura do nitrogénio liquido,
acoplado a um espectrémetro FT-IR (Spectrum
400 — Perkin-Elmer) como mostra a Figura 4.

Figura 4: Espectrometro FT-IR.

Apés as medidas das amostras no FT-IR, seus
arquivos foram extraidos no programa Cytospec
(versdo 1.4.02) para analise dos espectros da
matriz de imagem. Um parametro que deve ser
avaliado é a formacéao de cluster na amostra. Essa
formacéo consiste na separacgdo bioquimica que o
programa realiza utlizando o0s espectros
pertencentes a matriz de imagem. Esta separagdo
é de fundamental importancia, a fim de determinar
pequenas alteragbes entre as amostras. Apds a
analise pelo programa Cytospec, foram obtidos
espectros médios de cada amostra. Esses
espetros foram analisados observando as minimas
diferencas, a fim de determinar os picos de maior
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interesse. Para o estudo foram selecionadas duas
regibes espectrais discriminantes: a regido de
3000-2800 cm™ e 940-1500 cm™. Essas regides
foram escolhidas, pois apresentaram as maiores
diferencas quando comparadas a outras regides
do espectro, caracterizando assim, as minimas
diferencas dos tecidos.

Resultados

Os resultados espectrais foram correlacionados
com laminas histolégicos. Sendo assim, é
possivel, estabelecer uma relagdo entre as
estruturas morfolégicas do cdélon e a mudanca
quimica ocorrida.

A Figura 5 mostra a correlacdo da lamina
histolégica (lado esquerdo) com o imageamento
bioquimico. Nesta imagem € possivel observar
uma correlacdo entre a morfologia e as mudancas
bioquimicas do tecido.

Secrecdo

Glandular
Tecido
Epitelial

Inflamagao

Tecido
Conjuntivo

(a) (b)

Figura 5: Correlacdo entre (a) lamina histologica e
(b) imageamento bioquimico e de uma amostra
normal.

O mapa bioquimico mostrado na Figura 5 é
uma mostra dos resultados obtidos. Entretanto,
para comparar/separar 0S espectros entre as
imagens, foi necessario fazer um espectro médio
de cada cluster, ou seja, para cada grupo
representado pelas mudancas de tom de cinzas,
foi feito um espectro médio, como representado na
Figura 6.
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Figura 6 — Demonstracdo do (a) Imageamento
bioquimico e seus (b) espectros médios.
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Os espectros demonstram as pequenas
variacdes bioquimicas identificadas no tecido em
estudo.

Discussao

Na mucosa do célon, as células epiteliais
formam uma camada de epitélio colunar com
arquitetura  bem  preservada. Nas criptas
(glandulas  tubulares), estas células sé&o
organizadas juntamente com outros tipos de
células epiteliais (células goblet, células basais e
varios tipos de células enddcrinas diferenciadas).
A mucosa da lamina propria, as criptas e a
mucosa muscular, constituem a membrana
mucosa do célon.

A Figura 5 ilustra uma lamina histopatoldgica
representativa do conjunto de amostras
estudadas. Nesta figura sdo mostradas as criptas
seccionadas com as células epiteliais
(colondcitos), células goblet, a mucosa da lamina
prépria e a substancia coléide secretada pelas
glandulas com predominio de muco e proteinas,
também é ilustrado o tecido conjuntivo, onde
existe um maior predominio de fibras colagenas
do tipo | e lll, além de prolina e hidroxiprolina.

Apos todo o estudo morfolégico do tecido, foi
possivel analisar os picos gerados pela matriz
bioquimica, e assim correlacionar as intensidades
espectrais com as estruturas morfoldgicas.

Foi observado que os picos encontrados nos
espectros mostram os constituintes da amostra de
colon. Juntamente com os estudos de Walsh e
colaboradores  (2009), que fizeram um
rastreamento hierarquico da célula do intestino
humano utilizando infravermelho. Foi notado que
os espectros de IV, das regies de (1800-900
cm'l) gue sao compostos por um numero distinto
de picos e que estdo associados a determinadas
entidades bioquimicas. Elas podem ser divididas
em regides de proteina (1800-1480 cm'l) e de
DNA/RNA na regido de (1425-900 cm'l). (0]
componente principal da regido de proteina séo os
picos de Amida | (~1650 cm™) e Amida Il (~1540
cm™). A regido de DNA/RNA consiste em uma
serie de espectros de absorbancia com
contribuintes principais de vs PO, (~1080 cm'l) e
vibracdes de estiramento assimétrico (fosfato) (vas
PO, ~1225 cm™). Os picos de absorcdo de (1121
cmle 1020 cm™), tém sido associados com
RNA/DNA, respectivamente. O pico (970 cm™) tem
sido relacionado com proteina e fosforilacdo de
acido nucléico. Na faixa de (3000-2800 cm™), é
aonde encontramos CH, e CH; de lipidios e
proteinas. Demonstrando a capacidade da técnica.
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Conclusao

Os resultados preliminares apresentados neste
estudo, demonstraram a potencialidade da
utiizacgdo da técnica de espectroscopia de
infravermelho na detec¢do dos contituintes de um
tecido. Este estudo conseguiu de maneira
satisfatdria correlacionar também os resultados da
imagem de FT-IR com as estruturas celulares
obtidas pela imagem morfolégica. No futuro,
pretendemos identificar as bandas vibracionais
gue podem ser consideradas como as mais
importantes para realizar este diagndstico. Assim,
nossos resultados preliminares mostram a
potencialidade desta técnica para uma futura
utilizacdo clinica na analise histopatologica de
amostras com diagnoéstico duvidoso.
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