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Resumo- O céancer de coldn é considerado o terceiro cancer com maior taxa de mortalidade no mundo.
Atualmente exames como toque retal, anuscopia e bidpsia com estudo histopatolégico da lesdo sé&o
utilizados para o diagnéstico da doenca. Entretanto esses exames além de serem subjetivos, necessitam de
um tempo elevado para se obter algum tipo de resultado. Assim, novas técnicas estdo sendo estudadas no
intuito de reduzir esta subjetividade, assim como, reduzir o tempo de obtengédo de diagndstico, contribuindo
para a chance de cura do individuo. Dentre as técnicas recentemente estudadas, a de imageamento no
infravermelho (FT-IR) tem se destacado como uma poderosa ferramenta de auxilio aos patologistas uma
vez que caracteriza o tecido através de sua constituigdo bioquimica, eliminando-se assim a subjetividade do
diagndstico. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi identificar por FT-IR os principais constituintes
bioquimicos participantes do processo de carcinogénese em tecidos de colorretal com adenoma e
adenocarcinoma. Neste estudo, analisamos 15 amostras de célon normais e alteradas. Também foi possivel
a identificagdo de algumas regides carateristicas ao processo de carcinogénese celular.

Palavras-chave: Diferenciagéo Bioquimica, Imageamento FT-IR, Medicina Moderna, Técnicas Opticas.

Area do Conhecimento: Engenharia Biomédica
Introducéo

O intestino grosso ou erroneamente chamado
de colon é a parte final do tubo digestivo. Nele
distinguem-se trés partes: o ceco, onde
desemboca o intestino delgado e em que existe
um prolongamento em forma de tubo chamado
apéndice vermiforme; o colon 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 colon descendente
ou esquerdo e o reto, que se comunica com 0O
exterior através do orificio anal. O célon é a maior
por¢do do intestino grosso e pode ser alvo de
varias doencas como adenomas,
adenocarcinomas, diverticulose e colite ulcerosa,
entre outras (INCA 2010).

Fatores como ma-alimentagéo e uso de drogas
aumentam a chance de manifestacdo desta
doenca. Hoje é classificado o terceiro cancer com
maior taxa de mortalidade no mundo, e
consequentemente, existem diversos tipos de
diagnéstico, tais como: toque retal, exame
radiolégico contrastado com o intestino grosso,
célonoscopia e bidpsia com o estudo histopaldgico
da lesdo. Entretanto, estes métodos possuem

duas grandes desvantagens; a subjetividade e o
tempo necessario para se obter o diagnéstico,
retardando o tratamento do individuo. A medicina
moderna busca novas técnicas de diagndsticos
que possam ser menos subjetivas e traumaticas
para o paciente e com a possibilidade de fornecer
resultado mais rapido, podendo assim iniciar
precocemente o tratamento do individuo. Dentre
as técnicas que estdo sendo estudadas, destaca-
se a de espectroscopia Optica. A principal
vantagem da espectroscopia Optica, quando
comparada a histologia convencional, é a
possibilidade de realizar uma analise bioquimica
das alteragcbes moleculares ao invés da analise
morfolégica, podendo detectar as alteragdes
bioquimicas antes das altera¢cdes morfoldégica do
tecido. Dentre as técnicas Opticas aplicadas para
este fim, a de imageamento por infravermelho
préximo, tem recentemente sido utilizada com
sucesso no estudo de varias lesées (KRAFFT, C.,
2008; LASH, P., NAUMANN, ET AL., 2004; LASH,
P., NAUMANN, D. 2006).

A técnica de absorc¢ao de infravermelho analisa
a interacdo de radiagdo eletromagnética com a
matéria, determinando os niveis de energia de
atomos e moléculas (SALA, O., 1995). O método
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fornece um espectro de absorgdo bioquimica
devido as vibragcbes de ligagcdes quimicas de
componentes celulares, tais como proteinas,
acidos nucléicos, carboidratos e lipidios
(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, transigdes
fundamentais e ha a existéncia de uma faixa
espectral conhecida como regido de impressao
digital. Nessa regido, pequenas alteracbes na
estrutura e na constituicio de uma molécula
resultam em mudangas significativas na
distribuicdo das bandas de absorg¢ao 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 trabalho foi o de
verificar a potencialidade da técnica de
imageamento por infravermelho na identificagéo
dos principais constituintes bioquimicos
participantes do processo de carcinogénese em
tecidos de cdlon com adenoma e adenocarcinoma.

Metodologia

Para a realizagédo deste projeto 15 amostras de
tecidos de colon foram utilizadas, sendo
classificadas como: 5 saudaveis, 5 adenomas e 5
adenocarcinomas. As amostras foram coletadas
no Hospital de Clinicas - UNICAMP, apés ciéncia
dos pacientes e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido e aprovagao do
comité de ética e pesquisa, L166/CEP2004. As
mesmas foram armazenadas em frascos
criogénicos Nalgene® de 1,2 ml e identificadas,
visando a preservagdo e manutengao 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 —
Sao José dos Campos/SP.

Primeiramente as amostras foram seccionadas
utilizando um Criostato modelo CM 1100, marca
LEICA (Figura 1), seguindo os parametros
adequados do equipamento.
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Figura 1: Criostato (CM 1100 - LEICA).

As secgbes foram realizadas alternadamente, a
espessura dos cortes foi de 12 ym. Sendo que o
primeiro corte foi depositado na janela de CaF,
(Figura 2), para a analise por espectroscopia de
infravermelho (FT-IR) e o segundo corte em uma
ldmina histolégica. As laminas foram coradas
utilizando os procedimentos padrées do protocolo
de coloragdgo H&E (Figura 3), as laminas
histolégicas foram posteriormente enviadas para a
confirmagéo histopatolégica por um especialista,
pois atualmente a histologia é o “padréo ouro” de
diagnéstico. Esta confirmacdo a partir da lamina
histolégica foi utilizada como método de
comparagao com a analise bioquimica obtida pelo
equipamento de FT-IR, podendo assim validar
nossos dados.

Figura 2: Janelas de CaF..

Figura 3: Método de coraloracdo de laminas.

Para a analise espectroscopica nao é
necessario nenhum ftratamento prévio. As
amostras foram mantidas em uma sala com baixa
umidade por trinta minutos antes da andlise com a
intencdo de remover 0 excesso de agua presente
na amostra apos a secgao. A janela de CaF, serve
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de porta amostra e sao utilizadas também por nao
possuir bandas na regido de interesse.

As imagens bioquimicas foram obtidas em
modo de imagem por transmiténcia, no intervalo
de 4000-900 cm™, com 32 varreduras por pixel
(6,25 pm?) e resolucdo de 4 cm™ através da
microespectroscopia FT-IR utilizando 0
microscopio 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.
Cada amostra foi analisada em 3 diferentes pontos
para obter a maior variabilidade e quantidade de
dados sobre o tecido analisado.

Figura 4: Espectrdmetro FT-IR.

Apds as medidas das amostras no FT-IR, seus
arquivos foram extraidos no programa Cytospec
(versao 1.4.02) para analise dos espectros da
matriz de imagem. Um parametro que deve ser
avaliado é a formacgao de cluster na amostra. Essa
formagao consiste na separagao bioquimica que o
programa realiza utilizando os espectros
pertencentes a matriz de imagem. Esta separagéo
€ de fundamental importancia, a fim de evidenciar
as pequenas alteragdes entre as amostras. Para
obter esta separagdao necessita a aplicagdo de
alguns processos estatisticos, dentre os quais, 0
coeficiente de Pearson e o algoritmo de Ward’s.
Outro método  estatistico utilizado para
classificagdo das imagens bioquimicas foi o K-
Means. (DIAZ, 2007; CYTOSPEC). Ap6s a analise
pelo programa Cytospec, foram obtidos espectros
médios de cada amostra.

A segunda parte desta metodologia consistiu-
se na andlise estatistica multivariada de todos os
espectros meédios contidos em cada imagem
bioquimica gerada pela similaridade espectral.
Assim, foi possivel localizar os modos vibracionais
que demostram as pequenas diferengas entre os
tecidos. Nesta analise, utilizou-se primeiramente o
software OPUS (versdo 4.2, Bruker), para
normalizacdo dos dados e subtragdo da linha de
base. O software Origin (versédo 8.0), foi utilizado
em seguida para realizar a comparacdo dos
modos  vibracionais que demonstram as
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diferencas. Duas regides foram escolhidas para
comparacao tecidual; (a) a regido de impressao
digital da amostra (1500-900 cm™), onde se
caracteriza pelas ligacbes de amida Ill, DNA, RNA,
deformacgdes de lipideos e proteinas, entre outras
e (b) a regiao de 3000-2800 cm” que se
caracterizam pelas ligacdes de CH, e CH; de
lipidios, proteinas e carboidratos.

Resultados

Nossos resultados podem ser divido em duas
fases, a primeira fase consiste em demonstrar a
potencialidade da técnica através da correlagao da
[&mina histolégica com o mapa bioquimico
reconstruido por software. A segunda fase &
caracterizada pela analise espectral, onde foi
possivel verificar as regides que sofrem maiores
alteragdes durante o processo de carcinogénese.

A Figura 5 mostra a correlagdo da lamina
histologica (lado esquerdo) com o imageamento
bioquimico. Nesta imagem é possivel observar
que em ambas as figuras foram possiveis
visualizar a separagao das diferentes estruturas
celulares, um exemplo é a separagao do tecido
epitelial e conjuntivo a partir dos diferentes
clusters. Demostrando uma correlagdo entre a
morfologia e as mudangas bioquimicas do tecido.

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

O mapa bioquimico apresentado na Figura 5
ilustra os resultados obtidos. Entretanto, para
comparar/separar os 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 obtido um
espectro médio, como representado na Figura 6.
Os espectros médios demonstram as pequenas
variagdes bioquimicas identificadas no tecido em
estudo.
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(a) (b)

Figura 6 — Demonstracao do (a) Imageamento
bioquimico e seus (b) espectros médios.

Encontro Latino Americano
de Pos Graduacao

de Iniciagao Cientifica Junior

Apds a obtengdao dos espectros médios de
cada amostra, os mesmos foram analisados
estatisticamente através do software OPUS, onde
todos os espectros foram normalizados pelo pico
maximo e corrigido a linha de base. Utilizando o
software Origin foi possivel comparar os espectros
obtidos, podendo assim estudar e identificar as
regides de maior variagao entre cada tecido. Com
isso foi possivel criar uma tabela que demonstre
as variagbes encontradas e em qual tipo de tecido
e estrutura elas estdo mais evidentes e assim
correlacionar com 0s processos bioldgicos, como
mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Comparacgao entre os modos vibracionais de tecido normal, adenoma e adenocarcinoma.

F . E ctral
req Sp ectra Modo Vibracional

SGrupo Fundonal

Tecido NMormal Tecido Polipo Tecido Cancer

{cm-1)
TC TMWM Luz TC TM Lluzx TC TM Luz

3300 Vs (O-H) Hid roxila Agua = Adh ppd = b b = b A

2200 Ws (MH) Amida A Proteinas e D +H~ = + + == + +

2960 va (C-H) de -CH, Lipidios/Proteinas = O = + o= 4+ ¥

Lipidios/Proteinas
2923 va (C-H) de -CH_ FCarboideatas = P A = o = Y ¥
2872 Vs (C-H) de -CH, Lipidios/Proteinas = £ + = = ¥ £ = W+
Lipidios/Proteinas

2852 Vs (C-H) de -CH, /Carboidratos = = 4 b = o

1650 Amida | (ax-hélice) Proteinas £ £ A = = = £ £ £

1546 Amid:;I‘:f;r_H = Froteinas + M 4 4 ¥ o+ 4+

1456 Ba (CH,) e &s (CH,) C::::f:;zi‘; . ¥ 1+ ¥ 4+ 1+ A2 4 o 4

Vs (C=0), &s (CH.) e Proteinas/

1400 Sa(CHy Corboidratos ¥ ¥ A 4 4 2 4 4
1310-1240 Amida 1l Proteinas ¥ P+ = A A = 4 b =
1200-200 Vs ‘i;c:k_;félc'cl' Carboidratos ¥ + ¥ 4+ 4+ 1+ 42 3 4

1085 Vs (P=0) PO, DMNA/RMNA/Lipidios 4 4 P 4H 4 44 44 4

Discussao Isto foi demonstrado pela Figura 5 que ilustra uma

Primeiramente é importante entender como o
tecido do colén é constituido, basicamente na
mucosa do célon, as células epiteliais formam uma
camada de epitélio colunar com arquitetura bem
preservada. Nas criptas (glandulas tubulares),
estas células sdo organizadas juntamente com
outros tipos de células epiteliais (células goblet,
células basais e varios tipos de células enddcrinas
diferenciadas). A mucosa da lamina prépria, as
criptas e a mucosa muscular, constituem a
membrana mucosa do célon.

A primeira parte da nossa metodologia foi de
demonstrar a efetividade da técnica em distingédo
de diferentes constituintes dos tecidos bioldgicos.

[&mina histopatolégica representativa do conjunto
de amostras estudadas. Nesta figura & possivel
correlacionar as principais estruturas que sao
visualizadas na lamina histolégica com o mapa
reconstruido pelo software. Nesta imagem séo
observadas as criptas seccionadas com as células
epiteliais (colondcitos), células goblet, a mucosa
da lamina prépria e a substancia colbide 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.

Para maiores comprovagdes da eficacia da
técnica, foi feita uma comparagédo dos resultados
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espectrais iniciais com outros artigos publicados
na area. Pode-se observar alguns constituintes
basicos que compde o tecido de colén, como a
proteina (1800-1480 cm™), sendo que seus
principais componentes sdo 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 v
PO, (~1080 cm'1) e vibragbes de estiramento
assimétrico (fosfato) (vas PO, ~1225 cm'1). Os
picos de absorcdo de (1121 cm™’ e 1020 cm'1),
foram associado com RNA/DNA. O pico (970 cm ™)
foi relacionado com proteina e fosforilagdo de
acido nucléico. A faixa espectral de (3000-2800
cm'1), corresponde aos modos vibracionais de CH,
e CHj de lipidios e proteinas. (WALSH, MJ, 2009)

A segunda parte foi o estudo estatistico dos
espectros médios, que foram gerados a partir do
mapa bioquimico. A partir destes espectros foi
possivel analisar e identificar os picos gerados
pela matriz bioquimica que sofrem alteragbes em
suas intensidades e em suas deformacoes
espectrais, mostrando que estes picos estao
diretamente  envolvidos no processo de
carcinogénese do tecido de célon.

Das regides descritas na tabela acima destaca-
se: (a) o pico de CH, em 2849 e 2920 cm’, sdo
mais intensos que os modos de CH; em 2960 e
2870 cm™, provavelmente devido a um processo
de hipometilagdo durante a carcinogénese
molecular; (b) Na avaliagao do tecido conjuntivo foi
possivel observar trés bandas agrupadas, uma em
1240 cm™ atribuida ao PO, de acidos nucléicos e
outras duas bandas em 1209 e 1285 cm” que é
atribuida ao colageno (principal componente do
tecido conjuntivo); (c) a regido de 1164 a 1172 cm’
' atribuidos & ligacdo de C-OH, relacionado ao
processo de fosforilagdo induzida pela
carcinogénese, pois as mudangas de C-OH em C-
PO diminuem o numero de pontes de hidrogénio
que estabilizam os tecidos saudaveis do célon e
finalmente (d) as bandas relacionadas aos
carboidratos em 1025 e 1045 cm”, Cuja variagao
da absorgcdo ou metabolismo dos carboidratos
pode ser devido ao estagio avangado do céncer
[LASCH, 2002; LASCH, 2005; CONTI, 2007;
RAMESH, 2001].

Concluséo

Com base em nossos resultados foi possivel
demonstrar a potencialidade da utilizagcdo da
técnica de espectroscopia de infravermelho na
deteccao dos contituintes de um tecido. Também
foi possivel a identificacdo de algumas regides
carateristicas ao processo de carcinogénese
celularr., Com esses resultados, ainda que
preliminares, é possivel dizer que a técnica de FT-
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IR pode ser de grande de grande valia aos
patologistas em diagnésticos duvidosos.
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