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RESUMO

Devido a sua agressividade e muitas vezes diagnostico tardio, os tumores de cérebro podem levar
a morte em curto espago de tempo. Técnicas Opticas como a espectroscopia Raman, aliadas a um
modelo bioguimico espectral, podem fazer a diferenciacdo bioquimica do tecido normal cerebral
em relagdo ao neoplasico e promover o diagnostico. Neste trabalho, amostras de tecidos tumorais
(glioblastoma, meningioma, meduloblastoma, schwannoma) e de tecidos normais (cerebelo,
meninge, lobos frontal, temporal, occipital, parietal) foram obtidas de cirurgias excisionais
intracranianas e de autopsias em cadaveres, respectivamente. Os espectros Raman foram obtidos
de fragmentos desses tecidos in vitro, utilizando um espectrometro Raman dispersivo (830 nm de
excitacdo, 350 mW de poténcia, 50 s de acumulacdo para a coleta de cada espectro). No total
foram obtidos 263 espectros desses fragmentos (65 de cerebelo, 69 de meninge, 20 de lobo
frontal, 20 de lobo temporal, 20 de lobo occipital, 20 de lobo parietal, 28 de glioblastoma
multiforme, 74 de meningioma, 19 de meduloblastoma, 8 de schwannoma). Foram também
obtidos espectros Raman de componentes bioquimicos basais: acido estearico, acido linoleico,
acido oleico, beta-caroteno, colageno, colesterol, DNA, esfingomielina, fenilalanina,
fosfatidilcolina, trioleina, prolina, RNA, fosfatidiletanolamina, glicose bem como sangue total
(obtido de voluntério sadio), sendo os espectros utilizados em um modelo espectral baseado em
ajuste por minimos quadrados (least squares fitting - LSqF) para determinar a “concentragdo
bioguimica relativa” (coeficiente de ajuste do modelo LSqF) de cada elemento bioquimico em
cada espectro de tecido cerebral. Entre os 16 elementos bioquimicos, 11 apresentaram picos em
posicdes relativas aos picos do tecido cerebral e concentragdes relativas positivas: colageno,
colesterol, acido linolénico, beta-caroteno, DNA, esfingomielina, fenilalanina, fosfatidilcolina,
trioleina, glicose e sangue. O teste ANOVA (p < 0,05) foi utilizado para indicar a significancia
estatistica entre as concentragdes bioguimicas em cada grupo de tecido normal e tumoral.
Visando classificar os tecidos em normal e tumoral, foi proposto um modelo de classificacéo
utilizando a anélise de discriminacdo linear (LDA), aplicada nas concentracdes bioquimicas mais
significativas, e utilizando a regressdo por minimos quadrados parciais (partial least squares -
PLS) aplicada a todos o0s pontos dos espectros. As técnicas de discriminacao obtiveram acerto na
classificacdo de 93,3% a 99,3%, para cerebelo e meninge respectivamente. A sensibilidade e
especificidade obtidas no diagnéstico Raman pela LDA foram entre 96,4% e 91,0% para
cerebelo e tumores e entre 98,7% e 100% para meninge e meningioma. Os resultados obtidos
mostraram que a técnica Raman é uma ferramenta promissora na diferenciacdo de concentracfes
bioguimicas presentes em tecidos cerebrais, tanto normais quanto tumorais, e que 0S grupos
patoldgicos podem ser discriminados utilizando o modelo bioquimico e técnicas de
discriminacdo aplicadas aos espectros Raman.

Palavras-chave: espectroscopia Raman; tumores do cérebro; analise bioquimica; diagnéstico;
analise discriminante; minimos quadrados parciais; PLS.



ABSTRACT

Due to their aggressiveness and often late diagnosis, brain tumors can lead to death in a short
time. Optical techniques such as Raman spectroscopy, combined with a spectral biochemical
model, can biochemically differentiate normal brain tissue from neoplastic tissue and promote
diagnosis. In this work, samples of tumor tissues (glioblastoma, meningioma, medulloblastoma,
schwannoma) and normal tissues (cerebellum, meninges, frontal, temporal, occipital, parietal
lobes) were obtained from excision intracranial surgeries and autopsies on cadavers,
respectively. Raman spectra were obtained from fragments of these tissues in vitro, using a
dispersive Raman spectrometer (830 nm excitation, 350 mW power, 50 s accumulation for the
collection of each spectrum). In total, 263 spectra of these fragments were obtained (65 from
cerebellum, 69 from meningis 20 from frontal lobe, 20 from temporal lobe, 20 from occipital
lobe, 20 from parietal lobe, 28 from glioblastoma multiforme, 74 from meningioma, 19 from
medulloblastoma, 8 from schwannoma). Raman spectra of basal biochemical components were
also obtained: stearic acid, linoleic acid, oleic acid, beta-carotene, collagen, cholesterol, DNA,
sphingomyelin, phenylalanine, phosphatidylcholine, triolein, proline, RNA,
phosphatidylethanolamine, glucose as well as whole blood (obtained from a healthy volunteer),
with the spectra being used in a spectral model based on least squares fitting (LSqF) to determine
the “relative biochemical concentration” (adjustment coefficient of the LSqF model) of each
biochemical element in each brain tissue spectrum. Among the 16 biochemical elements, 11
showed peaks in positions relative to peaks in brain tissue and relative positive concentrations:
collagen, cholesterol, linolenic acid, beta-carotene, DNA, sphingomyelin, phenylalanine,
phosphatidylcholine, triolein, glucose and blood. The ANOVA test (p < 0.05) was used to
indicate the statistical significance between the biochemical concentrations in each group of
normal and tumor tissue. Aiming to classify tissues into normal and tumor, a classification model
was proposed using linear discrimination analysis (LDA), applied at the most significant
biochemical concentrations, and using partial least squares (PLS) regression applied to all the
points of the spectra. The discrimination techniques were successful in the classification of
93.3% to 99.3%, for cerebellum and meninges, respectively. The sensitivity and specificity
obtained in the Raman diagnosis by LDA were between 96.4% and 91.0% for cerebellum and
tumors and between 98.7% and 100% for meninges and meningioma. The results obtained
showed that the Raman technique is a promising tool in the differentiation of biochemical
concentrations present in brain tissues, both normal and tumor, and that pathological groups can
be discriminated using the biochemical model and discrimination techniques applied to Raman
spectra.

Keywords: Raman spectroscopy; brain tumors; biochemical analysis; diagnosis; discriminant
analysis; partial least squares; PLS.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a incidéncia de cancer tem aumentado significativamente devido a
fatores genéticos, sedentarismo, fumo, bebida e falta de acesso a salde. Muito dos pacientes
acometidos com tumores cerebrais chegam as unidades de salde ja demonstrando os sintomas
decorrentes do cancer. Para tumores em desenvolvimento no cerebelo, um dos sintomas classicos
é a perda dos movimentos dos membros superiores e inferiores. Quando esses pacientes sao
deslocados até os servicos de bioimagem para aquisicdo de imagens em tomografia
computadorizada e ressonancia magnética, e o diagndstico ndao confirma tumor, os pacientes
retornam a vida normal. Porém, quando o tumor cerebral € descoberto em diagnostico tardio, é
necessaria uma intervencdo rapida, seja cirdrgica ou com tratamentos de radioterapia e
quimioterapia.

No momento da cirurgia cerebral deve ser realizada a preservacdo da margem cirirgica
com o méaximo de cuidado para que na retirada do tumor o tecido sadio seja preservado. A
radioterapia em doses elevadas aumenta o risco de aparecimento do cancer em outras regides
anatdmicas e a quimioterapia desenvolve efeitos desagradaveis como alopecia e nauseas.

A técnica de espectroscopia Raman se destaca como uma ferramenta que possibilita
diagndstico do tecido tumoral cerebral ndo s in vitro mas também in vivo. Diversos trabalhos
citam que a técnica de espectroscopia Raman com a utilizacdo de um cabo de fibras Opticas é
capaz de fornecer informacdes quimicas da massa tumoral e do tecido a sua borda in vivo, dado
gue o laser pode ser direcionado para o ponto tecidual desejado, contribuindo para a fixacdo de
margem mais segura para a retirada do tumor na cirurgia (BANERJEE et al., 2015; JONG et al.,
2006; KOLJENOVIC et al., 2002; KRAFT et al., 2006; MOVASAGHI et al., 2007). Estudos
realizados demonstraram que a técnica Raman tem alta sensibilidade em diferenciar tecido
cerebral normal do tumor mediante as concentra¢fes dos componentes bioquimicos devido as
caracteristicas obtidas de vibragcdes moleculares desses elementos no tecido (AGUIAR et al.,
2013; DAKOVIC et al., 2013; KOLJENOVIC et al., 2005; KRAFFT et al., 2005).

Com o0s espectros obtidos neste trabalho foi verificado que existem diferencas
bioquimicas entre o tecido sadio e o tumor do cérebro. Foi implementado um modelo bioguimico

baseado em ajuste por minimos quadrados (least squares fitting — LSgF) com dados espectrais



14

obtidos de tecidos cerebrais normais e tumorais e de elementos bioquimicos mais predominantes,
com o objetivo de quantificar a contribuicdo de cada elemento bioquimico aos espectros
(concentracdo bioquimica relativa, que € o coeficiente de ajuste do LSqF). Os elementos
bioquimicos escolhidos foram os que apresentaram maior predominédncia no tecido cerebral
baseado em LSqF.

Nesta pesquisa, foi aplicado o teste ANOVA e teste t ndo pareado nos dados da
concentracdo bioquimica relativa obtida, objetivando detectar quais elementos bioquimicos
utilizados foram mais significativos para diagnosticar o tipo de tecido. A discriminagdo dos
tecidos baseada na concentracdo bioquimica foi realizada pela analise discriminante linear
(linear discriminant analysis — LDA) e a discriminacgdo utilizando todos os espectros dos tecidos
foi baseada na regresséo por minimos quadrados parciais (partial least squares — PLS).

A tese é apresentada em 6 capitulos, sendo que no capitulo 1 sdo apresentadas as
limitaces dos métodos utilizados atualmente para o tratamento do cancer e estudos que
utilizaram a técnica Raman. Em seguida é apresentado que a concentra¢do bioquimica no tecido
cerebral normal para o tumoral muda de acordo com a doenca. No capitulo 2 é apresentada uma
descricdo sobre o cérebro, panorama sobre tipos de tumores e a incidéncia, métodos tradicionais
de diagndstico do cancer, constituicdo bioquimica do tecido cerebral, detalhando a técnica de
espectroscopia Raman e utilizacdo dos espectros Raman para discriminacdo e diagndstico
espectral. No capitulo 3 € apresentada a metodologia da pesquisa, dividida em 3 partes. Na
primeira parte é apresentada a obtencdo das amostras normais e tumorais. Na segunda é
apresentada a obtencdo dos elementos bioquimicos. Na terceira é descrita a coleta dos espectros
Raman. O capitulo 4 é dedicado aos resultados obtidos, que estdo divididos em 5 partes. Nas
primeira, segunda e terceira partes sdo apresentados 0s espectros obtidos do cerebelo,
glioblastoma, meduloblastoma, schwannoma, meninge, meningioma e lobos temporal, frontal,
occipital e parietal. Na quarta parte sdo apresentados os constituintes bioquimicos e o0 modelo
bioquimico baseado em LSqF para estimar as concentraces destes constituintes nos tecidos
normais e tumorais. Na quinta parte é apresentada a discriminacdo dos tipos de tecido cerebrais
normais e tumorais utilizando as concentrag¢fes bioquimicas pela LDA e utilizando todos os
pontos dos espectros obtidos das amostras pela regressdo PLS. O capitulo 5 é dedicado a

discussdo, dividido em 4 partes. Nas primeira, segunda e terceira partes € realizada a comparacéo
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dos resultados dos espectros, modelo bioquimico e discriminacdo com outros trabalhos da
literatura. Na Ultima parte sdo apresentadas as possibilidades da instrumentacdo Raman em
estudos in vitro e in vivo. Por fim, o capitulo 6 € dedicado a conclusdo, onde sdo apresentadas as
principais conclusdes deste estudo.

1.1. Objetivo geral

Este trabalho tem o objetivo de utilizar a espectroscopia Raman associada a um modelo
de analise espectral como um método para obter provaveis diferencas bioquimicas e criar um
modelo de classificacdo baseado em analise discriminante utilizando as diferencas espectrais e
bioquimicas entre os tecidos cerebrais normais e tumorais do cérebro humano, espectros estes

obtidos de fragmentos de tecidos in vitro.

1.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

° Identificar as diferencas espectrais mais importantes que diferenciem os tecidos
normais e tumorais do cérebro;

° Desenvolver um modelo bioquimico baseado em ajuste de minimos quadrados
(least square fitting — LSgF) aplicado aos espectros Raman do tecido cerebral, com o objetivo
de quantificar a contribuicdo (concentracdo relativa) de cada elemento bioquimico aos
espectros;

° Aplicar o teste ANOVA e teste t ndo pareado nas concentracGes obtidas em cada
grupo normal e tumoral para determinar quais elementos bioguimicos apresentam diferencas
estatisticamente significativas para realizar as discriminacdes;

° Realizar a discriminacdo espectral dos tecidos normais e tumorais do cérebro a
partir das concentragdes bioquimicas dos tecidos normais e tumorais, pela analise discriminante
linear (LDA), e a partir dos espectros totais, atraves da regressdo por minimos quadrados
parciais (PLS).
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1.3. Hipotese

A hipdtese levantada nesta Tese é de que a mudanga na composicao bioquimica do tecido
em funcdo do tipo de doenca neoplésica cerebral pode ser identificada pela espectroscopia
Raman, e que um modelo bioguimico aplicado aos espectros Raman dos tecidos e de
constituintes bioquimicos puros determine a contribuicdo espectral (concentracdo relativa) de
cada composto bioquimico no espectro Raman. Estas concentracdes relativas de cada grupo
podem ser utilizadas para classificar os tecidos normais e tumorais por andlise discriminante
LDA, e os espectros Raman totais obtidos das amostras cerebrais normais e tumorais podem

classificar os tecidos por PLS.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cérebro

O cérebro exibe formato ovéide e compBe-se de uma cobertura externa de substancia
cinzenta denominada de cortex e de substancia branca interna. A substancia branca é constituida
por células da glia e seu nome origina-se da presenca de grande quantidade de material
esbranquicado chamado de mielina. Por sua vez, a substancia cinzenta é formada sobretudo por
corpos celulares dos neurénios e células da glia (MENESES, 2015).

Os hemisférios cerebrais constituem a maior parte do encéfalo e cada hemisfério
apresenta um lobo frontal, um lobo parietal, um lobo occipital e um lobo temporal. Cada um
desses lobos tém funcgdes especificas, como funces associativas, movimentos e emocdes
(frontal), sensacOes tateis (parietal), audi¢do (temporal) e visdo (occipital) (MARTINEZ, 2014).
Os hemisférios direito e esquerdo (Figura 1) sdo incompletamente separados pela fissura

longitudinal.

Fissura Longitudinal

<«—— Hemisfério Cerebral
Direito

Hemisfério Cerebral —
Esquerdo

..‘-7

LI e ] /%'
=\

“ista Superior

Figura 1: Hemisférios cerebrais.
Fonte: http://www.auladeanatomia.com/neurologia/telencefalo.htm

O cerebelo é uma porcdo do sistema nervoso central que exerce um papel muito

importante no controle da postura e dos movimentos voluntarios, influencia inconscientemente a
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contracdo uniforme dos masculos voluntarios e coordena cuidadosamente suas a¢des (SNELL,

2013). O cerebelo situa-se na calota craniana posterior (Figura 2).

Cerebelo

Figura 2: Localizag&o anatdmica do cerebelo.
Fonte: https://morfofisiologianeurolocomotora.wordpress.com/2014/10/

O sistema nervoso central (SNC) é revestido de membranas chamadas de meninges,
formadas por tecido conjuntivo. A principal funcdo das meninges é proteger o tecido nervoso,
determinando espacos com importancia anatomoclinica (MENESES, 2015).

A pia-mater € uma membrana muito fina e translicida que recobre diretamente o tecido
nervoso. A pia-mater e a aracndide sdo as meninges mais delicadas. A aracndide é a meninge
intermediaria localizada internamente a dura-mater, que € a mais externa e se relaciona com o
créanio (Figura 3) (MENESES, 2015).

Meninges

Crénio
Dura-mater

Aracndide

Espago
subaracndide

Pia-mater

Cérabro

Figura 3: Localizagdo das meninges.
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Fonte: Adaptado de https://www.msdmanuals.com/pt/casa/les%C3%B5es-e-
envenenamentos/traumatismos-cranianos/hematomas-intracranianos

2.2. Incidéncia das neoplasias cerebrais

De todos os tumores malignos detectados no mundo, cerca de 1,8% correspondem ao

cancer do SNC. O céancer do SNC é um tumor com incidéncia mais frequente em homens, com o

risco estimado de 4,2/100 mil e entre as mulheres, com o risco estimado de 3,6/100 mil. De

acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), espera-se 5.870 novos casos de cancer do

SNC em homens e 5.230 em mulheres no Brasil para cada ano do triénio 2020-2022, como

representado pela Tabela 1. A incidéncia de novos casos por regido é apresentada na Tabela 2
(INCA, 2020).

Tabela 1: Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele ndo melanoma.

Homens Mulheres
Localizagéo Casos Percentual Localizacéo Casos Percentual
primaria novos primaria novos
Prostata 65.840 29,2% Mama feminina 66.280 29,7%
Traqueia,
brénquio e 17.760 7,9% Célon e reto 20.470 9,2%
pulméo
Célon e reto 20.540 9,1% Colo do utero 16.710 7,5%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia, bronquioe 5 44, 5,6%

pulméo
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Cavidade oral 11.200 5,0% Glandula tiredide 11.950 5,4%
Es6fago 8.690 3,9% Estbmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Ovirio 6.650 3,0%

Leucemias 5.920 260  Sistemanervosocentral g o4, 2,3%
(SNC)
Sistemanervoso g g9 2,8% Leucemias 4.890 2,5%

central (SNC)

Fonte: https://www.inca.gov.br/estimativa/estado-capital/brasil

Tabela 2: Incidéncia de novos casos de cancer do SNC por regido geografica.

Homens Mulheres
Posicéo Regido Incidéncia Posicéo Regido Incidéncia
geografica geogréfica
7° Norte (3,20/100 mil) 6° Sul (7,64/100 mil)
7° Centro-Oeste  (6,05/100 mil) 8° Norte (3,03/100 mil)
8° Sul (8,63/100 mil) 9° Centro-Oeste  (4,95/100 mil)
9° Nordeste (4,72/100 mil) 9° Nordeste (4,25/100 mil)
12° Sudeste (5,59/100 mil) 11° Sudeste (4,69/100 mil)

Fonte: https://www.inca.gov.br/estimativa/sintese-de-resultados-e-comentarios

2.3. Tipos de tumores cerebrais

Os tumores abaixo descritos tém uma relevancia no acometimento do SNC, por esse
motivo foram escolhidos dentre os demais. O glioblastoma é um tumor agressivo do SNC com
prevaléncia de 40% a 60% em comparagdo aos outros tumores (OHGAKI, 2009). Ja o
meduloblastoma é um tumor maligno, mais comum na infancia e raro na fase adulta,
representando 20% dos tumores (PINTO, 2012). Os schwannomas s&o 0s principais tumores dos

nervos periféricos tendo sua origem nas células de Schwan, representam 8% a 10% dos tumores
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intracranianos (BERTOLUCCI, 2014). Os meningiomas sao 0s tumores mais frequentes em
adultos a partir dos 35 anos e representam 20% a 35% dos tumores do SNC (OHGAKI, 2009).

2.3.1. Glioblastoma multiforme

Os gliomas séo os tumores mais frequentes no SNC, com 40% a 60% de todos os tumores
primarios do SNC (OHGAKI, 2009). O glioblastoma multiforme (GBM) é responsavel por mais
da metade dos gliomas malignos e estdo associados a alta morbidade e mortalidade. Apesar dos
tratamentos utilizados atualmente como ressec¢do cirdrgica, quimioterapia e radioterapia, a
sobrevida média € muito curta, em torno de 15 meses ou menos (ALIFIERES, 2015).

O GBM pode causar em pacientes sintomas como dores de cabeca, déficits neuroldgicos,
comprometimento cognitivos atribuidos a aumento da presséo intracraniana, infiltracdo tumoral,
comprometimento vascular, tamanho e localizacdo do tumor (KATRIB, 2019). Carlsson et al.
(2014) citam que a ressonancia magnética (RM) € o meio de imagem mais utilizado para
diagnosticar GBM definindo os limites da lesdo, incluindo tamanho, forma e localizag&o.

Em uma ressec¢cdo agressiva total do GBM, a taxa de recorréncia é superior a 90%,
pacientes podem se beneficiar com outra resseccdo tumoral obtendo melhores resultados
funcionais e sobrevida de acordo com circunstancias individuais baseadas em dados obtidos
(MORSY, 2015).

Pacientes portadores de GBM ndo podem ser curados com os tratamentos atuais e sim
terem sua vida prolongada. A radioterapia continuara sendo um dos principais tratamentos,

utilizada com outras modalidades de tratamento como a quimioterapia. (BATASH, 2017).

2.3.2. Meduloblastoma

Trata-se de um tumor maligno localizado na vérmis cerebelar que cresce para dentro do
quarto (IV) ventriculo. De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), o
meduloblastoma € classificado histologicamente em classico (a mais comum), desmoplasico,
extensa nodularidade, anapléasico e de células grandes (SOUZA, 2013). Constitui 20% dos

tumores priméarios do SNC, é mais comum em criancas e 1/3 dos tumores ocorre na fossa



22

posterior. S0 mais raros nos adultos do sexo masculino, ocorrendo antes dos 40 anos de idade
(PINTO, 2012).

Os sintomas mais comuns apresentados em portadores de meduloblastoma s&o: vomitos,
letargia, cefaleia matinal, instabilidade postural e diplopia (ROWLAND, 2011). Esses tumores
aparecem hipodensos na tomografia computadorizada, com hidrocefalia em 80% dos pacientes.
Todavia, a RM pode fornecer melhores condicGes de aferir a extensdo do tumor, em comparacao
a tomografia computadorizada (ROWLAND, 2011).

2.3.3. Schwannoma

E um tumor origindrio das células de Schwann com desenvolvimento geralmente
unilateral (BERTOLUCCI, 2014). E mais comum nas raizes sensitivas, sendo a raiz vestibular do
oitavo (VIII) nervo craniano a mais acometida, caracterizando-se como um tumor do angulo
ponto cerebelar com crescimento solitario, deslocando as fibras nervosas do nervo craniano
(FILHO, 2011). Por se tratar de um tumor extra-axial, como 0S meningiomas, existe a
possibilidade de exérese extensa com preservacdo anatbmica (BERTOLUCCI, 2014). Tem como
principais sintomas zumbido, vertigem e perda auditiva (FILHO, 2011).

2.3.4. Meningioma

Os meningiomas sdo tumores do SNC que aparecem ligados a dura-mater, originam-se de
células meningoteliais aracnoides e sdo classificados em neoplasias extra-axiais intracranianas
(GOLDBRUNNER, 2016). Representam 20% a 35% dos casos de todos dos tumores do SNC
(OHGAKI, 2009).

O diagnéstico do paciente portador de meningioma é realizado através da RM com uso de
contraste. Devido a capacidade de formar imagens de tecidos moles sem auséncia de exposi¢édo a
radiacdo, a RM também ¢ utilizada a longo prazo para acompanhamento do tratamento
(SALONER, 2010).

A cirurgia € a melhor opcdo para tratamento de meningiomas por causa da sua
localizagdo. O tratamento com radioterapia é aplicado para eliminagdo das celulas tumorais
(GOLDBRUNNER, 2016).
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Geralmente pacientes diagnosticados com meningioma relatam problemas fisicos,

comparados a uma populacéo geral saudavel (BENZ, 2018).

2.4. Métodos tradicionais de diagndstico de tumores cerebrais e de analise em

tecidos bioldgicos

Os avangos na radiologia vém aumentando a habilidade de diagnosticar doencas
neurolégicas. Com a aplicacdo da tomografia computadorizada houve um avango no diagndstico
de tumores do SNC. No caso de contraindicacdo ao exame de tomografia por causa do marca-
passo, 0 contraste no exame podera ser utilizado como alternativa de diagnodstico (SALONER,
2010). A desvantagem da tomografia decorre do uso de radiagdo ionizante. Atualmente, 0s
fabricantes de equipamentos tém programado as maquinas para emitir menor dose de radiacao
em cada exame realizado para se cumprir o principio ALARA (tdo baixo quanto razoavelmente
possivel) e desenvolver uma otimizacdo que engloba menor tempo, maior distancia e maior
blindagem (SALONER, 2010).

A RM pela facilidade de diagndstico de tumores cerebrais também é um procedimento de
escolha, com a diminuicdo do tempo de obtencdo da imagem (CHEN, 2012).

A bidpsia estereotaxica € uma técnica minimamente invasiva para obter amostras do
tecido cerebral necessarias para o diagnostico quando os tumores ndo podem ser tratados com
cirurgia. A anélise histopatoldgica utilizada para estudar as amostras obtidas é o padrdo ouro no
diagnéstico de tecidos tumorais (SACKHEIM, 2001).

A coloracdo H&E (hematoxilina-eosina) é a principal técnica de coloracdo para analise
das células que compdem o tecido cerebral como neurdnios e neuroglias na analise
histopatoldgica. Esta técnica serve para diferenciar partes basofilas pela hematoxilina e partes
eosinofilas pela eosina. Sua principal desvantagem € o tempo despendido no preparo das
amostras (SACKHEIM, 2001).

A histoguimica é uma técnica histologica utilizada para detectar algum elemento quimico
presente em determinada amostra. S&o utilizados corantes que apresentam afinidade pelo
componente a ser estudado. Usa-se, por exemplo, o corante Sudan que € utilizado para
evidenciar lipidios (PINTO, 2017).
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A imuno-histoquimica observa caracteristicas moleculares de determinada doenca nas
células. Sdo usados anticorpos que se ligam a proteinas especificas denominadas antigenos.
Bastante utilizada na oncologia, esta técnica determina a linhagem tumoral das células. A fixacado
do espécime, a escolha dos anticorpos, e a interpretacdo das laminas sdo extremamente
importantes para deteccdo tumoral pela mencionada técnica.

Outra técnica utilizada é a hibridizacdo in situ, que identifica sequéncias do material
genético (DNA e RNA). Essa sequéncia é marcada por um composto radioativo que possibilita a
visualizagdo microscopica. A marcacdo dessa sequéncia é chamada de sonda de DNA. A
hibridizacdo € utilizada para o diagnostico da presenca de virus (HPV e hepatite), tumores
malignos do pulméo, intestino e linfomas.

Na utilizacdo de qualquer uma das técnicas histologicas mencionadas o tecido é imerso
em liquido fixador para preservar a amostra da autolise. Uma das etapas no processo histologico
do tecido cerebral é a fixacdo em formol a 10%, utilizado para preservar a morfologia do tecido.
O formol é amplamente usado devido ao seu baixo custo, mas ndo é a técnica que confere a
melhor preservacdo da morfologia do tecido. A solugdo de Bouin apesar da manipulacdo
trabalhosa e do custo superior ao do formol oferece melhor preservacgdo da amostra.

Artefatos devido a fixacdo incorreta, coloracdo insuficiente, bolhas ou rompimentos
durante o corte e sulcos durante o processo de microtomia, podem ocorrer durante o preparo do

material investigado, levando a perda de todo o processo (MARZZOCO, 2015).

2.5. Constituicdo bioquimica de tecidos cerebrais incluindo tumor

A composicdo quimica presente no tecido cerebral estimula as fungdes corporais e
mentais e a sua deficiéncia causa lesdo cerebral como o Alzheimer. Componentes quimicos estao
presentes no tecido (intra e extracelular), fornecendo energia e desenvolvendo a manutencéo do
tecido (BERG, 2017).

A glicose é o Unico combustivel utilizado pelo cérebro e sua entrada nas células é
realizada a partir da circulacdo sanguinea por proteinas especificas transportadoras de glicose
(GLUT). E importante a manutencdo dos niveis de glicose no sangue por causa da quantidade
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utilizada pelo cérebro de um adulto humano, que € de 120 g por dia, representando a maior parte
dos 160 g diarios demandados pelo organismo humano (BERG, 2017).

Os lipidios também fazem parte da constituicdo dos tecidos do SNC, a esfingomielina
estd presente na bainha de mielina envolvendo os axénios, o seu principal papel é de protecéo
das fibras neurais do SNC (PINTO, 2017).

O 4cido linolénico é um acido graxo poli-insaturado do grupo 6mega 3 presente na
membrana plasmatica. Sua ingestdo deve ser parte da dieta dos seres humanos. Este acido realiza
a sintese de outros &cidos graxos poli-insaturados, como é o caso do acido araquiddnico que
desenvolve fungdes metabolicas no cérebro (BROW, 2018; PINTO, 2017).

O colesterol se distribui em todas as células do organismo, principalmente nas
membranas das células do tecido nervoso (RODWELL, 2017). Constitui um dos principais
componentes estruturais das membranas celulares atuando na sua permeabilidade. E insolavel
em meio aquoso, como o sangue e a linfa, sendo transportado por todo o corpo na forma de
lipoproteinas (RODWELL, 2017).

A fosfatidilcolina ¢ um dos fosfolipidios mais abundantes na membrana celular. E o
fosfolipidio mais comum entre os mamiferos, sendo sintetizada no figado pela enzima
fosfatidiletanolamina metiltransferase a partir da fosfatidiletanolamina (BERG, 2017). Segundo
Rodwell (2017), a colina é importante na transmissao nervosa.

As proteinas e aminoacidos sdo importantes para o cérebro, a fenilalanina é um
aminoacido apolar constituido por cadeias organicas com carater de hidrocarboneto que nao
interage com a &gua. Fica localizada em proteinas globulares e da membrana, sendo um
aminoéacido de alto valor bioldgico e essencial para o organismo.

O colageno ¢ a proteina fibrosa mais abundante nos tecidos moles e duros, e constitui
mais de 25% da massa proteica do corpo. E uma fonte de proteina que fornece estrutura para 0s
tecidos e células (RODWELL, 2017).

O é&cido desoxirribonucléico (DNA) é uma molécula que se encontra no nucleo das
células de todos os seres vivos, carrega toda a informagdo genética através das bases
nitrogenadas adenina, timina, citosina e guanina (SACKHEIM, 2001).

O sangue ¢ constituido de plaquetas, plasma e células, como eritrocitos e leucdcitos. Seu

papel é manter a homeostase, desenvolver fungdes imunoldgicas e transportar oxigénio
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(MARIA, 2014). No cérebro, o sangue supre o fornecimento de glicose, nutrientes e fornece 25%
do oxigénio necessario ao seu funcionamento (HAJJAWI et al., 2014).

Os componentes citados acima sdo importantes para a caracterizagdo espectral do tecido
cerebral porque o0s seus picos aparecem nos espectros Raman de todos os tecidos normais e
tumorais utilizados no estudo, e portanto, foram usados no modelo bioquimico cerebral

empregando-se a espectroscopia Raman.

2.6. Espectroscopia Raman em tecidos biol6gicos

Técnicas de espectroscopia optica como fluorescéncia, reflectancia difusa e Raman séo
utilizadas para aplicacbes biomédicas com o intuito de fornecer informagdes bioquimicas sobre a
composic¢do do tecido biolégico em nivel molecular (HANLON et al., 2000; RAMANUJAMN,
2000). A espectroscopia Raman se diferencia das técnicas Opticas de fluorescéncia e reflectancia
difusa por proporcionar informacGes mais detalhadas sobre a composi¢do quimica do tecido
estudado (HANLON et al., 2000).

A técnica Raman é (til na analise da composicdo quimica de materiais organicos e
inorganicos, pois fornece informacdo molecular decorrente da interacdo da radiacdo Optica
incidente com os modos vibracionais das moléculas (HANLON et al., 2000).

O espalhamento Raman depende de mudancgas na polarizabilidade da molécula decorrente
do processo de vibracdo molecular, polarizacdo esta decorrente do efeito do campo elétrico da
radiacdo incidente (no caso o laser), sendo a radiacdo espalhada composta pela componente
elastica (espalhamento Rayleigh) e pela componente inelastica (espalhamento Raman),
apresentando mudanga de energia da radiacdo espalhada (deslocamento Raman) em funcéo da
energia vibracional das ligagdes moleculares.

A Figura 4 apresenta os tipos de espalhamento. No espalhamento Rayleigh, a radiagéo
espalhada e o feixe incidente ttm a mesma frequéncia. No espalhamento Stokes o féton
espalhado tem energia menor do que a incidente e no espalhamento anti-Stokes o foton

espalhado tem energia maior do que a incidente (FRANZEN et al., 2015).
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Figura 4: Tipos de espalhamento de luz por uma molécula a partir do decaimento de um estado excitado
virtual.
Fonte: Sandeman et al., 2015.
O efeito Raman foi verificado experimentalmente em 1928 pelo fisico indiano

Chandrasekhara Venkata Raman. Raman prop6s que existiriam mudanc¢as na energia do féton
espalhado por moléculas que seria semelhante ao efeito observado por Compton a partir do
espalhamento de raios-X por dtomos e moléculas (RAMAN; KRISHNAN, 1928). Ao incidir
uma luz monocromatica (por exemplo a proveniente de uma fonte de laser) em uma molécula, a
radiacdo espalhada tem comprimento de onda diferente do feixe incidente. A luz espalhada é
coletada por um espectrémetro e exibida como um espectro no qual sua intensidade é plotada em
funcdo das frequéncias vibracionais da amostra. Cada espécie molecular tem seu proprio
conjunto de vibracbes moleculares. O espectro Raman de uma molécula em particular consiste
de uma série de bandas com picos caracteristicos. As frequéncias vibracionais Raman sdo
medidas na forma de deslocamento Raman com unidade de nimero de onda (cm™) (HANLON et
al., 2000).

Como exemplo é mostrado na Figura 5 o espectro do colesterol, que possui bandas
vibracionais moleculares tnicos em 1440 cm™ devido as vibragGes de deformagdo metileno e
metil (CH2 e CHz), e 0 pico 1670 cm™ devido as vibracdes de estiramento C=C. Se uma amostra

de tecido biologico contém colesterol e este se encontra em concentracdo suficiente para ser
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detectado pela espectroscopia Raman, os picos da Figura 5 estardo presentes no espectro Raman
deste tecido (HANLON et al., 2000).
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Figura 5: Espectro Raman de colesterol indicando bandas vibracionais tipicas.
Fonte: Adaptado de Hanlon et al., 2000.
Quando luz visivel é usada para excitacdo, os tecidos bioldgicos podem exibir forte

fluorescéncia que se originam da absor¢do da radiacdo incidente pelas transicOes eletrénicas dos
atomos, e esta fluorescéncia sobrepde-se ao espectro Raman do tecido. A geracdo da
fluorescéncia diminui significativamente com a excitacdo em comprimentos de ondas mais
longos (infravermelho proximo), devido ao fato de que os estados eletrénicos de maior energia
que compreendem os estados onde se originam a fluorescéncia ndo sdo excitados pela baixa
energia destes comprimentos de onda longos (HANLON et al., 2000).

A maioria dos materiais incluindo tecidos bioldgicos, apresentam reducdo de emissao de
fluorescéncia quando o comprimento de onda de excitagdo aumenta para a regido do
infravermelho préximo. Assim, a interferéncia da fluorescéncia no espectro Raman do tecido
pode ser reduzida usando a excitacdo no infravermelho préximo (785, 830 ou 1064 nm, por

exemplo, para citar comprimentos de onda de espectrdmetros Raman comerciais).

2.7. Espectroscopia Raman aplicada ao diagndstico de tecidos neoplasicos
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As doencas que acometem tecidos e 6rgdos sdo acompanhadas por alteracdes quimicas.
Sendo assim, a espectroscopia Raman pode fornecer informacdes bioquimicas valiosas para o
diagndstico da doenca. Como a luz pode ser entregue e coletada precisa e rapidamente através de
fibras Opticas, que por sua vez podem ser incorporadas a cateteres, endoscopios, canulas e
agulhas, a espectroscopia Raman tem potencial para ser realizada in vivo, em tempo real
(HANLON et al, 2000).

A espectroscopia Raman € uma técnica Optica candidata a ser aplicada futuramente nos
testes bioquimicos pelo seu grande poder de discriminacdo de tecidos normais em relacdo aos
tumorais, e porque nao requer nenhuma preparacao para obter informac@es quimicas, sendo seus
resultados rapidos e seguros (HANLON et al, 2000).

A técnica Raman possui como vantagem a rapidez no diagndstico em comparagao a
andlise histopatoldgica que € o padrdo ouro no diagnostico de tecidos tumorais. A anélise
histopatoldgica necessita de fases (ja mencionadas) para o preparo da amostra, retardando o
diagnostico e fazendo com que pacientes que necessitam de diagndstico com rapidez figuem
aguardando determinado tempo para o inicio do tratamento.

Os picos nos espectros Raman estdo relacionados diretamente com a composicao
molecular do material e fornecem uma “impressao digital” dos tecidos (HANLON et al., 2000).
A espectroscopia Raman tem o potencial de avaliar o estado patoldégico da amostra pelas
alteracOes bioquimicas decorrentes do processo neoplasico, auxiliando na avaliacdo de margens
tumorais durante cirurgias de ressec¢do de tumor, poupando a retirada de margens extensas em
areas teciduais que podem ser consideradas histopatologicamente normais, e reduzindo o nimero
de amostras a serem efetivamente avaliadas durante a cirurgia (STONE et al., 2004).

Brennan et al. (1997) desenvolveram um modelo bioquimico para analisar 0s espectros
de artérias coronarias humanas e quantificar colesterol, triglicerideos e fosfolipidios. Haka et al.
(2002) analisaram a composic¢éo quimica de microcalcificagdes que ocorrem em lesdes benignas
e malignas da mama, com possibilidade de classificacdo das les6es utilizando esta informacao
bioquimica. Stone et al. (2007) utilizaram espectros dos constituintes bioquimicos dos tecidos da
bexiga e prostata para determinar mudangas bioquimicas associadas ao processo de
carcinogénese destes tecidos. Silveira et al. (2012) utilizaram espectros de compostos

bioguimicos para formar um modelo bioquimico de discriminacdo e diagnéstico de patologias da
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pele e verificaram que actina, colageno, elastina e trioleina foram os bioquimicos mais
importantes que representaram as caracteristicas espectrais dos tecidos da pele. Estes trabalhos
foram capazes de determinar as bases bioquimicas para as neoplasias mediante o modelo
baseado em ajuste por minimos quadrados LSqF, mostrando que a espectroscopia Raman pode

ser utilizada para determinar a diferenca bioquimica entre varias patologias.

2.8. Espectroscopia Raman aplicada ao diagnostico de tecidos cerebrais

Diversos trabalhos utilizaram a espectroscopia Raman para fornecer informacdes
bioquimicas presentes nos tecidos cerebrais normais em comparag¢do aos tumorais in vitro e in
vivo. O trabalho de revisdo de Zhang et al. (2017) teve como parametro analisar a precisdo da
espectroscopia Raman na diferenciagdo de tumores cerebrais em relacdo ao tecido cerebral
normal através de artigos pesquisados nas bases de dados Pubmed e Embase. Os critérios
selecionados nos estudos foram estudos com tecidos humanos, utilizacdo da espectroscopia
Raman como ferramenta de diagnostico para distinguir tecidos tumorais de normais, utilizacdo
da histopatologia como padrdo ouro, fornecimento de dados detalhados para construgdo de uma
tabela de contingéncia 2x2 para verdadeiro positivo, falso positivo, verdadeiro negativo e falso
negativo e/ou sensibilidade e especificidade. Dentre os 112 artigos inicialmente selecionados 26
contemplavam os critérios escolhidos e foram revisados, dos 26 artigos restantes 12 eram
irrelevantes e 8 tinham poucos detalhes para reconstruir a tabela. Destes, 6 artigos foram
selecionados para avaliar a eficacia da espectroscopia Raman no diagndstico cerebral, chegando
a conclusdo de que para o glioblastoma, a sensibilidade e especificidade da espectroscopia
Raman foram de 0,96 e 0,99, respectivamente, e para 0 meningioma a sensibilidade e
especificidade da técnica Raman foram de 0,98 e 1,00, respectivamente. Os autores concluiram
que a espectroscopia Raman € uma técnica candidata para ser empregada na diferenciacdo de
glioblastoma e meningioma em relag&o ao tecido normal do cérebro.

Bikmukhametova et al. (2020) utilizaram a técnica Raman para comparar amostras de
gliomas e meningiomas em relagdo aos tecidos normais do cérebro através das diferengas
espectrais observadas entre estes tecidos, chegando a conclusédo de que os gliomas tem uma

concentracdo de lipidios muito baixa e concentracdo protéica aumentada em comparagdo ao
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tecido normal e que o meningioma tem concentracdes significantes nas bandas com picos em
1300 cm? (lipidios), 1007 cm™ (proteinas), 1080 cm™ (DNA) e 1520 cm (beta-caroteno).

Banerjee et al. (2015) utilizaram a espectroscopia Raman para investigar tecidos do
glioblastoma de quatro pacientes diferentes e concluiram que, por serem do mesmo sitio
anatdmico, os tecidos trazem a mesma identidade espectral, mostrando assim a confiabilidade na
repetibilidade das informacdes obtidas pela técnica Raman.

Kalkanis et al. (2014) distinguiram diferencas bioquimicas entre o glioblastoma
multiforme, necrose e tecido cerebral normal parte cinza, relacionadas a lipidios e proteinas
através do algoritmo da andlise discriminante de Fischer (DFA), resultando em 99,6% de
precisdo na discriminacdo do glioblastoma em relacéo ao tecido normal do cérebro.

Aguiar et al. (2013) mostraram que a técnica Raman é capaz de diferenciar o cancer
cerebral mediante andlise de espectros de tecidos cerebrais normais (cerebelo e meninge) e
tumorais (glioblastoma, meduloblatoma e meningioma). Os espectros foram classificados
utilizando-se um modelo de discriminacdo baseado na distancia Euclidiana, obtendo
sensibilidade e especificidade de diagndstico de 97,4% e 100%, respectivamente.

Dakovic et al. (2013) avaliaram caracteristicas quimicas em tecidos cerebrais de forma
ndo invasiva utilizando a analise de componente independente (independent component analysis
— ICA) dos espectros Raman, onde atribuiram a proteinas e lipidios as diferencas bioquimicas
entre as partes branca e cinza do cérebro.

Leslie et al. (2012) avaliaram a capacidade da técnica Raman para diagnosticar amostras
de tumores cerebrais pediatricos meduloblastoma e glioma em relacdo ao tecido cerebral normal,
obtendo 96,7% de precisdo na classificacdo dos tumores através da PCA. O glioma foi
distinguido do tecido cerebral normal com 91,5% de sensibilidade e 97,8% de especificidade,
chegando a concluséo de que a espectroscopia Raman pode distinguir com precisao neoplasias
cerebrais pediatricas do tecido cerebral normal através das diferencas bioquimicas de cada
tecido.

Koljenovic et al. (2005) utilizaram a técnica Raman para estudar a meninge normal (dura-
mater) e 0 meningioma e encontraram grandes diferencas espectrais da meninge normal, com
alto conteudo de colageno e em relacdo ao meningioma, com aumento do conteudo lipidico.

Realizaram a discriminagdo dos espectros Raman através da LDA, obtendo 100% de preciséo na
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classificacdo e permitindo identificar que os espectros Raman fornecem a distin¢do dos tecidos
da meninge (dura-mater) em relagdo ao meningioma.

Alguns trabalhos foram descritos utilizando a espectroscopia Raman em tecido cerebral
in vivo. Jermyn et al. (2015) utilizaram um espectrdmetro Raman para detectar células residuais
de glioblastoma, astrocitoma e oligodendroglioma in vivo, que permanecem ap0s a cirurgia,
concluindo que a técnica é capaz de classificar populacdes celulares de tecidos cerebrais em
tempo real.

Desroches et al. (2015) avaliaram a capacidade de diagnostico do sistema Raman para
maximizar a area de remocéo do tecido glioma in vivo, como também para distinguir necrose de
tecido cerebral com glioma e tecido normal, observando alguns fatores como linearidade do
sinal, poténcia do laser, relacdo sinal/ruido, impactos da fonte de luz na sala de cirurgia, para
chegar aos parametros ideais para a aquisi¢do dos dados in vivo.

2.9. Discriminacao e diagndstico espectral

Informacdes Uteis obtidas através da técnica Raman podem ser extraidas por meio da
analise estatistica multivariada, permitindo aproveitar a maior quantidade de informacdes contida
nos espectros. O modelo bioguimico baseado em LSgF também pode obter informacGes Uteis
referentes a concentracdo bioquimica de cada elemento bioguimico utilizado no modelo para
cada espectro do tecido.

No modelo bioquimico, os componentes quimicos dos tecidos estudados sé&o
determinados e utilizados para estimar as concentracdes em funcao da sua presenga nos espectros
obtidos dos tecidos. Os dados obtidos da concentracdo de cada elemento bioquimico em cada
tecido estudado no modelo bioquimico, também podem ser utilizados na discriminagéo

multivariada.

2.9.1. Método de quantificacdo dos constituintes bioquimicos

O metodo de ajuste por minimos quadrados (LSgF) é uma técnica que procura encontrar

0 melhor ajuste para um conjunto de dados tentando minimizar a soma dos quadrados das



33

diferencas entre o valor estimado e os dados observados, fornecendo a melhor estimativa. O
método estima e minimiza os residuos da soma dos quadrados da regressdo linear, maximizando
0 ajuste do modelo aos dados observados. O modelo é linear nos pardmetros, significando que as
variaveis apresentam uma relacéo linear entre si (STONE et al., 2007). O modelo de regressdo de
minimos quadrados linear do LSqF determina os coeficientes do ajuste; para obter o melhor
ajuste é necessario utilizar um polinbmio de primeiro grau porque o uso de polinémios de grau
elevado pode causar grandes erros nos coeficientes. O modelo de regressdo néo linear é utilizado
quando modelos n&o lineares séo ajustados aos dados, sendo definidos como modelos que nédo
tem dependéncia linear com seus parametros (MATHWORKS, 2020).

A expressdo (1) é utilizada para promover o ajuste dos componentes bioquimicos com 0s
espectros do tecido, minimizando a diferenga entre os constituintes basais e os espectros de cada
tecido.

X=c¢-S (1)

onde X é o espectro (ou matriz dos espectros) do tecido, S é a matriz dos espectros dos
constituintes bioquimicos selecionados dos tecidos, e ¢ € a matriz dos coeficientes de ajuste dos
minimos quadrados (contribuicdo espectral ou concentracdo relativa) prevista pelo modelo
espectral.

Para obter as estimativas dos coeficientes, 0 método dos minimos quadrados linear
minimiza a soma dos quadrados dos residuos, onde os residuos compreendem os quadrados da
discrepancia entre os dados (MATHWORKS, 2020). O residuo para o iésimo ponto de dados r; é
definido como a diferenca entre o valor de resposta observado y; e o valor de resposta ajustado yi,

e € identificado como o erro associado aos dados, como mostrado na expressao (2):

I =yi_yi 2

2.9.2. Métodos de discriminagéo
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A andlise discriminante linear (linear discriminant analysis — LDA) tem como objetivo
separar 0s espectros de duas ou mais classes para classificacdo, através de um metodo de
reconhecimento supervisionado. Esta analise de discriminac&o linear decide a qual das classes 0s
espectros pertencem a partir de pardmetros baseados em distancias. A LDA é muito empregada
em conjunto de dados de pequenas dimensbes (THARWAT, 2017). Para isso, as funcdes lineares
discriminantes sdo utilizadas porque maximizam a variancia entre as classes e minimizam a
variancia dentro da classe (FISHER, 1936).

Trabalhos foram realizados utilizando a LDA para discriminagdo de dados normais e
tumores em oncologia (GAJJIAR et al., 2013, MEHTA et al., 2018).

A regressdo por minimos quadrados parciais (partial least squares — PLS) é uma
ferramenta bastante utilizada quando existe um grande numero de variaveis de entrada em
comparacao ao numero de amostras, fornecendo resultados mais robustos. A construcdo de um
modelo PLS requer um conjunto de amostras e valores das variaveis dependentes. Essa técnica é
eficiente para reducdo de dimensdo dos dados devido a supervisdo do seu algoritmo (YAN,
2008).

A matriz X contém as amostras e a matriz Y contém os valores para predicdo. As
variaveis latentes tanto em X como em Y sdo modeladas pela regressdo PLS, para encontrar um
espaco em X que se adapte a modelagem de Y. Os componentes principais sao utilizados para os
autovetores definirem um espaco em X para modelar Y. Segundo Lebart et al. (1995), o PLS é
muito parecido com a analise dos componentes principais (PCA), em termos da sua capacidade
para classificar dados ou na diferenciagéo de diferentes grupos.

O modelo PLS utiliza a matriz X para estimar os fatores Y, e a matriz Y para estimar 0s

fatores X. A expressao (3) mostra como esses modelos sdo estimados:

X =TP+E
Y =UQ+F 3

onde as colunas T e U séo escores de X e Y e P e Q sdo as cargas, as matrizes E e F sdo 0s erros

associados a modelagem PLS de X e Y.
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Trabalhos foram realizados com sucesso utilizando a regressao PLS na discriminacédo de
dados de tecidos saudaveis e doentes (SCHLEUSENER et al., 2015, SILVEIRA et al., 2012).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencdo das amostras normais e tumorais do cérebro

O procedimento experimental descrito nesta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa sob Parecer No. 1.903.652 e CAAE No. 04193712.0.0000.5494 de 01/02/2017.

As amostras normais utilizadas foram fragmentos de cerebelo (14 fragmentos), meninge
(14 fragmentos), lobos frontal (4 fragmentos), parietal (4 fragmentos), occipital (4 fragmentos) e
temporal (4 fragmentos) de 10 mm cada, obtidos de cadaveres no Servi¢o de Verificacdo de
Obitos da Capital (Sd0 Paulo, SP, Brasil). Fragmentos de tumor de 10 mm foram colhidos ap6s
procedimento de neurocirurgias realizadas no Hospital Séo José (Ilhéus, BA, Brasil).

Os tumores avaliados neste estudo foram o glioblastoma multiforme (2 fragmentos),
meduloblastoma (1 fragmento), meningioma (6 fragmentos) e schwannoma (1 fragmento). Os
tumores foram determinados segundo analise histopatoldgica procedida de acordo com a
classificacdo da OMS (LOUIS et al., 2007).

Os fragmentos foram acondicionados em frascos criogénicos, congelados logo apds a sua
extragdo usando nitrogénio liquido e mantidos refrigerados em freezer a -80 °C até o momento
do seu uso, sem qualquer tipo de fixag&o.

Quando da realizacdo dos espectros, as amostras foram colocadas em temperatura
ambiente e descongeladas com auxilio da solucdo de soro fisioldgico a 0,9 %. Os espectros
foram obtidos de partes das amostras. No total, foram obtidos 343 espectros, distribuidos de

acordo com o nimero de fragmentos de tecidos, conforme Tabela 3.
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Tabela 3: Tipos de tecidos cerebrais, nimero de fragmentos e nimero de espectros em cada fragmento de

tecido.

Tecido No. de fragmentos No. de espectros
Cerebelo normal 14 65
Meninge normal 14 69

Lobo temporal normal 4 20
Lobo frontal normal 4 20
Lobo parietal normal 4 20

Lobo occipital normal 4 20

Glioblastoma multiforme 2 28
Schwannoma 1 8
Meduloblastoma 1 19
Meningioma 6 74

Total 54 343

3.2. Obtencdo dos componentes bioquimicos utilizados no modelo

No modelo bioquimico baseado no método LSqF, foram utilizados 16 elementos
bioguimicos basais, escolhidos a partir de sua predominancia nos tecidos cerebrais (tanto
normais quanto tumorais). Foram eles: acido esteérico, &cido linoleico, acido oleico, trioleina,
esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, colesterol, beta-caroteno, colageno,
fenilalanina, prolina, DNA, RNA, glicose e sangue. Foram realizados 5 espectros de cada
elemento bioquimico e depois realizada a média espectral. As médias espectrais dos elementos
bioquimicos e dos tecidos cerebrais normais e tumorais foram utilizadas no modelo bioquimico.
Os compostos bioquimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, SP), enquanto que o
sangue foi obtido de humano sadio.

Os elementos basais mencionados apresentaram 0S espectros com picos nas mesmas
posicdes dos tecidos cerebrais. Porém, ao aplicar o modelo bioguimico e determinar as
concentragcOes relativas, 5 elementos apresentaram concentragdes relativas negativas: acido
estedrico, acido oleico, prolina, RNA e fosfatidiletanolamina. Assim, os 11 componentes

bioquimicos utilizados no modelo foram: &cido linolénico, trioleina, esfingomielina,
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fosfatidilcolina, colesterol, beta-caroteno, coldgeno, fenilalanina, DNA e glicose. O sangue

também foi utilizado no modelo bioquimico, ja que se apresenta em todos os tecidos humanos.

3.3. Coleta dos espectros Raman

Neste estudo foi utilizado um sistema Raman dispersivo com diagrama esquematico
apresentado na Figura 6 (modelo Dimension P-1, Lambda Solutions Inc., Waltham, MA, EUA).
O espectrometro utiliza um laser de diodo com comprimento de onda em 830 nm (infravermelho
préximo), obtendo-se na saida do sistema 6ptico cerca de 350 mW de poténcia.

A aquisicdo e o armazenamento dos espectros foi realizada por um microcomputador
(modelo Microboard Iron 15, Microboard Ind. Com. Prod. Elétron. Ltda., Manaus, AM, com
Windows 7), utilizando o software RamanSoft (versdo 1.4, Lambda Solutions Inc., Waltham,
MA, EUA), que controla o tempo de exposicdo do detector e o nimero de aquisi¢cbes por
amostra, bem como o0 armazenamento dos espectros para analise e interpretacdo. O elemento
dispersor de luz integrado ao espectrometro possui resolugdo de aproximadamente 4 cm™. A
faixa espectral (til compreende de 400 a 1800 cm™. O sinal luminoso espalhado pela amostra foi
detectado por uma camera CCD de alta sensibilidade (back thinned, deep-depletion), com 1340
X 100 pixels e refrigerada por elemento termoelétrico (Peltier) ventilado, atingindo uma
temperatura de trabalho de -75 °C.

A obtencéo do espectro Raman da amostra foi efetuada por meio de um sistema de coleta
sonda Raman (Raman probe, modelo Vector probe, Lambda Solutions Inc., Waltham, MA,
EUA) acoplado ao laser e ao espectrometro. O tempo de exposicdo para a obtencdo dos espectros
dos tecidos cerebrais foi de 20 s (10 leituras de 2 s cada). A coleta dos espectros Raman dos
constituintes bioquimicos empregados no modelo foi realizada sem nenhum preparo especial ou

diluicdo, com tempo de coletaentre 0.1se 2.0 s.
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Espectrometro Raman

Espectrografo
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Figura 6: Diagrama esquematico e foto do sistema Raman dispersivo (micro e macro Raman) utilizado
na coleta dos dados espectrais.

3.3.1. Calibracdo do espectrometro em comprimento de onda (deslocamento

Raman)

Devido a necessidade de conhecer a posi¢do de cada banda de um espectro em termos da
sua frequéncia (numero de onda), a calibracdo do espectrémetro foi verificada no inicio da coleta
de espectros em cada dia. A verificagdo da calibragdo em comprimento de onda dos espectros
Raman foi feita avaliando a posic¢do dos picos das 7 bandas principais do naftaleno (CioHg) no
eixo das abscissas, pois esta substancia tem bandas caracteristicas intensas e bem espacadas na
regido de 500-1700 cm™, que ¢ a regido de interesse para a espectroscopia Raman quando usada
para a andlise de materiais bioldgicos. Por sua vez, a correcdo da resposta em intensidade do
espectrometro (resposta espectral) foi feita utilizando-se o arquivo fornecido pelo fabricante do

equipamento.
3.3.2. Pré-processamento dos espectros
O pré-processamento dos espectros Raman envolveu inicialmente a retirada da emissao

da fluorescéncia de fundo (componente espectral de baixa frequéncia) que representa a linha de

base do espectro. A emissdo fluorescente sem importancia em termos de caracteristicas



40

espectrais para o sinal Raman foi retirada por meio de um filtro passa-altas desenvolvido no
software Matlab 7.04 (MathWorks Inc., Natick, MA, EUA). Para tal, uma interpolacédo
polinominal foi aplicada em todos os pontos do espectro e entdo subtraida, evidenciando as
bandas Raman de alta frequéncia. A ordem foi definida em funcéo do perfil de fluorescéncia do
espectro, sendo escolhida a ordem 7.

O resultado da aplicacdo do método polinomial de subtracdo da linha de base devido a
fluorescéncia pode ser observado na Figura 7 com o espectro antes e depois do processamento.
Nota-se que a linha de base é alterada, ficando o espectro com média igual a zero apds o

processamento.
6000 Meningioma
5000
£ 4000 - R _
L] -
g et
£ 3000 }
@ ~
- -
_3 S
‘% 2000 | ~—
g —
g T
A 1000
0 .
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Deslocamento Raman (cm™)
0.010 . Meningioma
—~ 0.007 +
¥
&
d
2 o0.00s |
U
°
o
3
8
< 0.001 |
2
E
-0.002 | .
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
-0.005 - DeslocamentoRaman(cm™)

Figura 7: Exemplo de espectro Raman antes e depois da remogao da linha de base devido a fluorescéncia
de fundo por polinémio de ordem 7.
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Artefatos provenientes de raios cdsmicos e que aparecem como picos de alta intensidade
em um ou dois pixels foram removidos manualmente. Ruidos decorrentes de luz ambiente, sinais
coletados de pixels com menor ou maior sensibilidade relativa e ruidos térmicos foram rejeitados
quando da subtracdo da luz de fundo (background) coletado pelo espectrémetro na primeira
aquisicdo espectral do dia.

Os espectros Raman médios dos grupos de tecidos normais e histopatoldgicos foram
calculados e exibidos utilizando o software Excel 2003 (Microsoft Office 2003, Microsoft Corp.,
Redmont, Washington DC, EUA).

3.3.3. Modelo bioquimico

O modelo espectral baseado nos constituintes bioquimicos foi desenvolvido calculando a
contribuicdo dos espectros dos componentes basais selecionados para cada tipo de espectro do
tecido cerebral usando a informacdo bioquimica tnica (fingerprint).

O ajuste dos espectros normais e tumorais do cérebro com 0s espectros dos constituintes
bioguimicos foi realizado usando-se 0 ajuste por minimos quadrados linear (LSqF) no software
Matlab de acordo com a expressdo (1) citada no item 2.9.1 método de quantificacdo dos

constituintes bioquimicos.

3.3.4. Testes estatisticos

A analise de variancia (ANOVA) é um teste estatistico paramétrico que possui estimativa
de pardmetros para determinar diferenga entre as médias de uma determinada variavel, e é
estatisticamente poderosa para comparar as médias de dois ou mais grupos. A ANOVA ¢
indicada para andlises com um numero de amostras superiores a 30, com 3 principais
pressupostos que sdo: amostras independentes, homogeneidade das variancias entre 0s grupos e
residuos que devem seguir uma distribuicdo normal. Devido a quantidade de variaveis obtidas, o
teste ANOVA foi utilizado para comparar as medias das concentragdes bioquimicas do cerebelo
normal e tumores obtidos no modelo bioguimico, e assim determinar quais concentracfes tem

diferengas significativas e rejeitar a hipdtese nula (Ho) com nivel de significancia de 5% (p <
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0,05), em comparacdo do tecido cerebral normal em relacdo ao tumoral. O valor de p é uma
medida de evidéncia sobre a hipotese nula (Ho), que significa que ndo existe diferenca entre as
médias comparadas e a hipotese alternativa (H1) que rejeita a hipdtese nula (Ho) e conclui que a
diferenca entre as médias é significativa (KAO, 2006).

Para significancia das médias das concentracfes da meninge e meningioma, o teste t de
Student ndo pareado foi escolhido por serem duas amostras independentes, e o nivel de
significancia para rejeitar a hipdtese nula (Ho) foi também de 5% (p < 0,05) (KAO, 2006).

O resultado de significancia obtido do teste ANOVA e do teste t ndo pareado foram
usados para identificar quais constituintes bioquimicos tém maior diferenca significativa entre os
grupos normal e tumor (p < 0,05) para posterior classificacdo dos espectros em funcdo da

concentracdo relativa dos componentes bioquimicos pela analise discriminante LDA.

3.3.5. Modelos de discriminacéo

A andlise discriminante (LDA) é um método de classificacdo das amostras em grupos de
acordo com parametros de semelhanga. A LDA foi utilizada para classificar as concentragdes
bioquimicas obtidas pelo modelo bioguimico baseado em LSgF para os tecidos normais do
cerebelo e meninge e dos tumorais do glioblastoma, meduloblatoma, schwannoma e
meningioma.

Para obter o modelo de classificacdo pela LDA foi utilizado o software para analise
multivariada Chemoface®, que é desenvolvido no ambiente Matlab, separando os dados
espectrais das concentracdes em grupos normais e tumorais de acordo com a concentracdo de
colageno, colesterol, acido linolénico, beta-caroteno, DNA, esfingomielina, fenilalanina,
fosfatidilcolina, trioleina, glicose e sangue. No software Chemoface®, as variaveis dependentes
(vetor y) foram formadas por classes representadas por numeros (de 1 até o numero de classes
escolhidas). No vetor x foram inseridas as varidveis independentes formadas pelos dados
espectrais das concentragcOes obtidas para cada tecido normal e tumoral que foi classificado pela
LDA. Em seguida foi selecionado o método de classificagdo LDA, e realizada a validacédo

cruzada “leave one out” para prever o modelo, e depois foi realizada a calibracdo para obter o
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modelo utilizando 5 variaveis latentes, em seguida é realizada a plotagem do grafico para
observar o desempenho do modelo na classificagéo.

Foi utilizado o software Chemoface® para obter 0 modelo de classificagdo por PLS dos
tecidos normais do cérebro como cerebelo e meninge e tumorais como glioblastoma,
schwannoma, meduloblastoma e meningioma utilizando todos os pontos dos espectros obtidos.
Esse método de discriminacdo apresenta a vantagem de utilizar o maior numero de informacoes
obtidas de cada amostra, diminuindo o valor de erros na analise, fazendo dele um excelente
método em comparagao a outros métodos matematicos empregados.

Para obter 0 modelo de classificacio por PLS no software Chemoface®, as variaveis
dependentes (vetor y) foram representadas por nimeros correspondentes aos grupos normais e
tumorais classificados, e no vetor x foram inseridas as variaveis independentes formadas pelos
dados espectrais totais do cerebelo e tumor, meninge e meningioma, e todos 0s espectros dos
tecidos juntos. Foi selecionado o método de regressao por PLS, que é calculado pelo algoritmo
SIMPLS, foi realizada a validag@o cruzada “leave one out” para prever o modelo, para obtencéo
do modelo foi utilizada a calibracédo e selecionado 10 principais componentes, em seguida foi
plotado o gréfico para obter os parametros de desempenho do modelo.

Os valores de sensibilidade e especificidade foram utilizados para determinar o
desempenho dos modelos de classificacdo LDA e PLS em cada grupo.

A sensibilidade é definida pela expressdo (4):

Sensibilid ade = — 2" (4)
VP +FN

onde VP, referente a verdadeiro positivo, € 0 numero de casos que obteve resposta positiva
dentre os que possuem a doenca, e FN é o nimero de casos falso-negativos (LOPES, 2014). O
denominador da fragdo (VP+FN) corresponde ao total dos que apresentam a doenca.

Definindo-se VN como a fracdo dos que obtiveram resposta negativa no teste dentre
aqueles que ndo possuem a doenca (verdadeiro negativo), e FP a quantidade de falso negativo,
pode-se calcular a especificidade pela expressdo (5) (LOPES, 2014):



Especifici dade =

VN

VN +FP

(%)
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4. RESULTADOS

4.1. Espectros Raman de glioblastoma, meduloblastoma, schwannoma e cerebelo

normal

Foram obtidos espectros dos fragmentos do cerebelo normal, glioblastoma,
meduloblastoma e schwannoma, para comparacdo espectral como apresentado na Figura 8, 0s
espectros da Figura 8 sdo deslocados no eixo y. As maiores diferencas entre o tecido cerebral
normal e tumores aparecem nos picos situados em 400 a 1800 cm™, atribuidos a componentes
bioquimicos do tecido cerebral como colesterol, lipidios/fosfolipidios e proteinas. Os picos em
421, 549, 703, 759, 853 cm?, atribuidos a colesterol, lipidios/fosfolipidios e proteina, sdo
predominantes nos espectros dos tumores e cerebelo normal, e entre 1007 a 1661 cm™, tem-se as
bandas atribuidas a lipidios/fosfolipidios, proteinas, &cido nucleico e hemoglobina (AGUIAR et
al., 2013; DAKOVIC et al., 2013; KRAFFT et al., 2005).
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Figura 8: Espectros Raman do glioblastoma, meduloblastoma, schwannoma e cerebelo normal,
mostrando a maior intensidade de lipidios no glioblastoma em relagdo ao meduloblastoma e schwannoma
nas bandas com picos em 1300 cm™ e 1442 cm; na banda com pico em 703 cm™, tanto o cerebelo
normal quanto os tumores tiveram a mesma intensidade de colesterol; As bandas com picos em 549 cm™
e 1521 cm™ do cerebelo atribuidas a colesterol, beta-caroteno e colageno, tem maior intensidade em
relacdo ao schwannoma.

As bandas com os picos em 853, 939, 1007 e 1661 cm™ s&o atribuidas a proteina. Os
picos em 421, 549, 703, 1132 e 1179 cm™ s&o atribuidos ao colesterol. As bandas com picos em
788, 835, 1066, 1089, 1097, 1300 e 1442 cm™ s&o atribuidas aos lipidios (AGUIAR et al., 2013;
KRAFFT et al., 2005). Os picos em 939, 1161, 1212 e 1345 cm™ sdo atribuidos a proteinas, e se
apresentam mais intensos nos tumores glioblastoma, schwannoma e meduloblastoma, em relagéo
ao tecido normal do cerebelo. As bandas com os picos em 881, 1268, 1453 e 1661 cm™ sdo
atribuidas a fosfolipidios/lipidios e proteinas, o pico 881 cm™ se mostrou com intensidade igual
entre os tecidos e os picos 1268, 1453 e 1661 cm™ se mostraram com intensidades maiores em
relacdo ao tecido normal.

O cerebelo normal e o tumor meduloblastoma apresentaram maior intensidade na banda
de carotendides com o pico em 1521 cm? em comparagdo aos tumores glioblastoma e
schwannoma. O espectro do glioblastoma mostrou intensidade maior do que o schwannoma e

meduloblastoma nas bandas com os picos em 703, 1300 e 1442 cm, atribuidas a colesterol e
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lipidios/fosfolipidios. As bandas com os picos em 1007, 1453 e 1661 cm™, que séo atribuidas a

proteinas, mostraram mais intensidade no schwannoma em relacdo ao meduloblastoma.

Os picos Raman dos tecidos cerebrais sdo apresentados na Tabela 4 e as respectivas

atribuicbes das bandas vibracionais destes picos foram obtidas através de referéncias

bibliogréficas citadas na referida Tabela.

Tabela 4: Posicao dos picos e tentativa de atribuicdo das bandas Raman dos tecidos cerebrais normais e

patoldgicos, com referéncias a literatura recente*.

Pico Raman (cm™)

Atribuicdo*

421
457
518
549
608
703
720

746
759

788
835
853

881

939

962

1007
1037
1066

Colesterol

Proteinas; colesterol

Fosfolipidios

Colesterol; estiramento ponte dissulfeto S-S (colageno)
Colesterol

Estiramento do anel esterol — colesterol

Estiramento assimétrico do grupo colina N*(CHs); de fosfolipidios
(esfingomielina/fosfatidilcolina); lipidios, acido graxo — HO;

Estiramento do anel esterol — colesterol

Fosfolipidios (etalonamina); hemoglobina; estiramento do anel esterol —
colesterol

Lipidios — HO
Lipidios — CH,, HO

Estiramento C-C da prolina e deformacdo CCH do anel de tirosina (proteina);
estiramento do anel esterol — colesterol; glicogénio

Hidroxiprolina e triptofano (colageno); estiramento do anel esterol — colesterol,;
estiramento assimétrico do grupo colina N*(CHs)s de fosfolipidio
(fosfatidilcolina); acidos graxos insaturados

Estiramento C-C (amida Ill) — proteina

Estiramento do anel esterol - colesterol; dobramento CH, fora do plano —
proteinas

Estiramento C—C do anel aromético — fenilalanina/tirosina
Deformagdo C—H no plano - fenilalanina/prolina — proteinas

Lipidios — HO; &cidos graxos saturados; fosfolipidios
(esfingomielina/fosfatidilcolina)

Pico Raman (cm™)

Atribuicdo
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1089 Fosfolipidios (fosfatidilcolina); &cidos graxos insaturados

1097 P—O—C and PO, grupos de fosfolipidios (principalmente fosfatidiletalonamina)

1132 Estiramento C-C de colesterol; acido graxo saturado - HO; fosfolipidio
(esfingomielina)

1161 Estiramento C-C e C-N — proteinas

1179 Estiramento C—C de colesterol; acidos graxos — HO

1212 Amida I11; estiramento C—C tirosina, fenilalanina, triptofano (proteina); células
vermelhas do sangue (hemoglobina)

1226 Estiramento C—H — hemoglobina

1268 Deformacdo CH; - lipidios (&cido graxo insaturado e fosfolipidios -

fosfatidilcolina/fosfatidiletalonamina); alguma contribuicdo de C—N e
estiramento N—H (amida I11); timina e adenina

1300 Dobra CH; e =CH — colesterol; deformagdo CH de &cidos graxos
saturados/insaturados (forte para saturados); fosfolipidios
(esfingomielina/fosfatidilcolina/fosfatidiletalonamina)

1318 Proteinas

1345 Dobra C-H — proteinas

1374 DNA/RNA; glicose

1442 Dobra CH; e CHs de lipidios: fosfolipidios (esfingomielina) e &cido graxo
saturado e insaturado; colesterol

1453 Vibragdes de grupos funcionais CH (CH; e CHzs) das cadeias laterais de
aminoéacidos — proteinas; fosfolipidios (esfingomielina)

1521 Carotenodides (CaoHse)

1558/1560 Hemoglobina
1632 Estiramento HOH - 4gua; hemoglobina; &cido nucléico (DNA)
1661 Amida | (estiramento C=0 esqueletal peptidico); estiramento C=C — lipidios

(&cido graxo insaturado); contribuicdo do colesterol (1674 cm™)

*AGUIAR et al. (2013); DAKOVIC et al. (2013); JERMYN et al. (2015); KALKANIS et al. (2014);
KOLJENOVIC et al. (2002); KOLJENOVIC et al. (2005); KRAFFT et al. (2005); MEHTA et al.
(2018); MOVASAGHI et al. (2007); RABAH et al. (2008); STONE et al. (2007).

4.2. Espectros Raman de meningioma e meninge normal



49

A Figura 9 apresenta os espectros do meningioma e meninge normal com deslocamento
no eixo y. As bandas com picos em 720, 762, 1067, 1089, 1304 e 1453 cm™ sdo atribuidas aos
componentes bioquimicos do tecido da meninge: lipidios/fosfolipidios. As bandas com picos em
457, 549, 608, 703, 1132 e 1179 cm™® sdo atribuidas a colesterol, acidos graxos e esfingomielina.
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Figura 9: Espectros Raman do meningioma e meninge mostrando maior intensidade na banda 962 cm*
atribuida a proteina e colesterol do meningioma em comparacéo a meninge normal.

Os picos Raman gue contribuem para a diferenca entre meningioma e meninge sdo 962,
1007 e 1453 cm?, atribuidos as proteinas. A diferenca espectral da meninge normal em relagdo
a0 meningioma esta relacionada com os picos em 549 e 1442 cm, atribuidos ao colesterol. A
banda com pico em 853 cm™ atribuida a proteina e colesterol tem intensidade maior no

meningioma em relagéo ao tecido normal da meninge.

4.3. Espectros Raman dos lobos cerebrais
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A Figura 10 representa os espectros dos lobos frontal, occipital, parietal e temporal do
tecido cerebral normal deslocados no eixo y, com a sua respectiva informacéo espectral entre 400
a 1800 cm™. As bandas com picos em 549, 720, 881, 1007, 1132, 1268, 1345 e 1442 cm™ séo
atribuidos a colesterol, fosfolipidios/lipidios, coldgeno e proteina. Como se referem a tecidos
normais do cérebro, todas as bandas sdo idénticas em intensidade por serem originadas do
mesmo tecido. Como o tecido cerebral € constituido de lipidios e proteinas, os lobos cerebrais
foram utilizados para mostrar que a técnica Raman apresenta informacgfes espectrais idénticas
aos tecidos iguais de regides diferentes. Esses tecidos ndo foram usados no modelo bioquimico

baseado no método de ajuste por minimos quadrados.

0.0z 1 Lobo Frontal — Lobo Occipital
,-.-\0.018 Lobo Parietal — _obo Temporal
_—
Zoos] g o 5 8 8 %2 3
g 0.014 4 P T T T T T
My
;"D 012 WMW\M/
= oY
g oo e S e aa NN
= Wy
#0008 MWWM/
S
= 0.006 WMW\&N/
—
0.004 <
0.002 o
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 10: Espectros Raman dos lobos cerebrais, indicando que estes tecidos possuem a mesma
intensidade relativa nas bandas atribuidas aos picos em 549, 720, 881, 1007, 1132, 1268, 1345 e 1441 cm"
1

4.4. Constituintes bioquimicos basais e modelo de quantificagéo
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A Figura 11 apresenta os espectros dos componentes moleculares utilizados no modelo
bioquimico. Como citado, esses bioquimicos Sdo 0s que se apresentam em maior concentracao

nos tecidos cerebrais e possuem picos Raman nas mesmas posi¢oes dos espectros dos tecidos.



52

7 T - o~
Fosfatidilcolina 9 Colesterol =
-
o
|l S - 3
N 8
o =
- fes)
s
- - - - - - - . v v v ' v )
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 400 600 300 1000 1200 1400 1600 1800
e - . &5
Acido Linolénico 3 Esfingomielina, =3 g
= ] 8 o 3
o
o
7 ~
200 600 800 1000 1200 1400 1600 1300 200 600 800 1000 1200 1400 1600 1300

| Trioleina | Fenilalanina 2

Sy
o

[

<

F

= J

=

N

—~ . . . . . - . . ; . . . . .
5 00 600 500 1000 1200 1400 1600 1800 400 600 200 1000 1200 1400 1600 1800
ﬂ o

S A . = 1 —

i Colageno = Beta-caroteno 5 &

S 1 T 1

—— @ % |

£ .3 o

T T T T T T 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600 180C

Glicose ©
o~
=
— % -
8 =
400 600 800 1000 1200 1400 1600 130 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Sangue
- & &S
(2] o~ T
) -

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 11: Espectros Raman dos componentes bioquimicos mais relevantes na constitui¢do do tecido
cerebral. Tempo de aquisicdo: 0,1 a 2,0 s. Comprimento de onda de excitagdo: 830 nm, com poténcia de
saida de 350 mW.
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Os constituintes bioguimicos utilizados no modelo sdo 0s que mostraram picos
semelhantes de concentragfes estimadas nos tecidos cerebrais normais e tumorais e 0s que
apresentaram intensidades Raman positivas no modelo baseado no least square fitting.

As bandas com picos dos elementos bioquimicos da Figura 11 foram comparadas as
bandas com picos dos tecidos cerebrais normais e tumorais das Figuras 8 e 9. Sugere-se que a
fosfatidilcolina, com picos caracteristicos em 720, 788, 1066, 1300 e 1442 cm™ (Figura 11),
corroboram na diferenciagdo normal/tumor. O pico 720 cm™ apresentado em todos 0s espectros
dos tumores e normal teve maior intensidade nos tumores em comparagdo ao cerebelo normal e
na meninge e meningioma apresentam a mesma intensidade. O pico 788 cm™ s apresenta
intensidade alta no schwannoma e meduloblastoma em comparagdo ao glioblastoma e cerebelo
normal. Com intensidade maior no glioblastoma, cerebelo normal e meduloblastoma, a banda
com o pico em 1066 cm™ ndo se apresenta no espectro do schwannoma e no da meninge tem
intensidade maior que o meningioma. O pico 1300 cm™ teve intensidade maior no espectro
do glioblastoma em comparacdo a outros tumores e tecido normal. No espectro da meninge este
pico também apresentou intensidade maior que o meningioma. O pico 1442 cm? teve
intensidade maior no glioblastoma e cerebelo normal em comparacdo ao meduloblastoma e
schwannoma, e a intensidade é maior no espectro da meninge normal que no do meningioma.

A quantidade de colesterol no glioblastoma, schwannoma, meduloblastoma e cerebelo
normal, determinada pela intensidade dos picos apresentados na Figura 11, corroborou com 0s
picos mostrados na Figura 8 em 421, 549, 608, 703, 759, 962, 1442 e 1661 cm™. Em algumas
bandas com picos em 549, 608, 703 e 962 cm™ apresentados na Figura 8, o glioblastoma se
mostrou com quantidade de colesterol mais intensa do que o schwannoma e meduloblastoma. O
schwannoma se mostrou com bandas mais intensas de colesterol do que o meduloblastoma com
0s picos 421 e 759 cm™ e 0 meduloblastoma demonstrou mais intensidade na banda com pico em
1442 cm™. O cerebelo normal apresentou intensidade de colesterol nas bandas com picos em 549
e 1661 cm™ maior do que o schwannoma e meduloblastoma. A Figura 11 também corroborou
com 0s picos mostrados na Figura 9 em que a meninge normal apresentou no seu espectro nas
bandas com picos em 549, 608, 703 e 1442 cm, com maior intensidade de colesterol do que o
meningioma. O meningioma apresentou bandas com picos em 759 e 962 cm™ com maior

intensidade de colesterol que a meninge.
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Sugere-se que o acido linolénico, caracteristico pelas bandas com picos em 881, 1268,
1442 e 1661 cm™, se mostrou presente tanto no cerebelo e tumores como na meninge e tumor,
com diferencas na sua intensidade. A banda com pico em 881 cm™ teve intensidade igual no
glioblastoma, schwannoma, meduloblastoma e cerebelo, porém o meningioma se apresenta com
intensidade maior que a meninge. O pico 1268 cm™ teve intensidade maior no meduloblastoma
em relacdo ao schwannoma, glioblastoma e cerebelo normal. Nos espectros da meninge e
meningioma a banda com pico em 1268 cm™ teve maior intensidade na meninge. A banda com
pico em 1442 cm teve intensidade maior no espectro do glioblastoma, seguido schwannoma,
meduloblastoma e cerebelo normal. A meninge se mostrou com intensidade maior do pico 1442
cm? em relagdo ao meningioma. A banda com pico em 1661 cm™ teve maior intensidade no
meduloblastoma, seguido do schwannoma, glioblastoma e cerebelo normal. A meninge
apresentou intensidade do pico 1661 cm™ maior do que o meningioma.

Sugere-se que a esfingomielina, caracteristica pelas bandas com picos em 720, 1066,
1300 e 1442 cm™, se apresentam nos espectros dos tumores e cerebelo como da meninge e
meningioma com diferencas. O pico 720 cm™ se apresentou com intensidades maiores iguais
entre o schwannoma e meduloblastoma em comparagdo as intensidades menores iguais do
glioblastoma e cerebelo normal; no meningioma e meninge Se mostrou com a mesma
intensidade. O pico 1066 cm™ ndo apareceu no schwannoma, mas teve intensidade maior no
glioblastoma e cerebelo normal seguido do meduloblastoma. Na meninge e meningioma, o pico
1066 cm™* se apresentou mais intenso na meninge normal. O pico em 1300 cm™ teve intensidade
maior no glioblastoma seguido de meduloblastoma e schwannoma com menor intensidade no
cerebelo. No espectro da meninge o pico em 1300 cm™ se mostrou mais intenso que o
meningioma. O pico em 1442 cm™ apresentou maior intensidade no espectro do glioblastoma
seguido de cerebelo normal, meduloblastoma e schwannoma.

Sugere-se que a trioleina, caracteristica das bandas com picos em 881, 1089, 1300, 1442 e
1661 cm™, apresentou diferencas do tecido normal em relacdo ao tumoral. Esses picos se
apresentaram nos espectros do cerebelo normal, glioblastoma, schwannoma, meduloblastoma,
meninge normal e meningioma. No cerebelo e tumores (glioblastoma, schwannoma,
meduloblastoma), a intensidade do pico 881 cm™ foi igual; o pico 1089 cm™ se apresentou com

intensidade maior no schwannoma e meduloblastoma em relagdo ao glioblastoma e cerebelo
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normal, e os picos 1300, 1442 e 1661 cm™ se mostraram maiores no glioblastoma em relagdo ao
tecido normal e nos tumores schwannoma e meduloblastoma. No tecido da meninge, 0s picos
1089, 1330 e 1442 cm™ se mostraram mais intensos em comparacdo ao meningioma, e 0 pico
1661 cm™ se apresentou mais intenso no meningioma em comparagéo a meninge.

A fenilalanina, é representada pela banda com o pico em 1007 cm™ fazendo-se presente
nos espectros do glioblastoma, schwannoma, meduloblastoma, cerebelo, meningioma e meninge.
Esta componente espectral apresenta-se mais intensa no schwannoma em comparacdo ao
glioblastoma, meduloblastoma e cerebelo normal, bem como no meningioma em comparacao a
meninge normal.

O colageno, que apresenta bandas com picos em 549, 881, 1318 e 1453 cm™, se mostrou
com intensidade maior nos espectros do glioblastoma e cerebelo normal em relagdo aos outros
tumores e no meningioma em relacdo a meninge normal.

O beta-caroteno, representado pela contribuicdo principal da banda com pico em 1521
cm?, se apresentou com maior intensidade no espectro do cerebelo normal em relagdo aos
tumores e na meninge em relagdo ao meningioma.

As bandas com picos em 853 e 1374 cm™, atribuidas a glicose, tem maior intensidade no
schwannoma em comparacdo ao meduloblastoma, glioblastoma e cerebelo normal no pico 853
cm, e tem maior intensidade no glioblastoma em comparacéo ao meduloblastoma, schwannoma
e cerebelo normal no pico 1374 cm™. No meningioma, a banda com pico em 853 cm™ é mais
intensa no meningioma em comparagdo a meninge.

As bandas com picos em 1374 e 1632 cm™ presentes no espectro do DNA também se
apresentaram no espectro dos tumores e tecido normal. A banda com pico em 1374 cm™ tem
maior intensidade no cerebelo normal em comparacdo ao glioblastoma, meduloblastoma e
schwannoma, e a banda com pico em 1632 cm™ tem maior intensidade no schwannoma seguido
do glioblastoma, cerebelo normal e meduloblastoma. A banda com pico em 1632 cm™ tem maior
intensidade na meninge normal em relagdo a0 meningioma.

O sangue (hemoglobina), com bandas de picos em 759, 1226 e 1560 cm?, se
apresentaram com maior intensidade no espectro do schwannoma em relagdo ao glioblastoma,
meduloblastoma e cerebelo normal. No espectro da meninge, os picos 759 e 1560 cm™ se

apresentaram com mais intensidade do que 0 meningioma.
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Para que o modelo fosse utilizado para estimar a concentragdo bioquimica, foram
utilizados os espectros individuais obtidos dos tecidos cerebrais, normais e tumorais e 0s
espectros de cada um dos elementos bioquimicos, e por divisdo matricial no software Matlab,
obteve-se a concentracao relativa, chegando-se ao resultado dos 11 bioquimicos mais relevantes
para utilizacdo no modelo realizado, pois alguns apresentaram com concentracao negativa.

As Figuras 12 e 13 apresentam as intensidades meédias e o desvio padrdo dos elementos
bioguimicos para cada tecido seja normal ou neoplésico e o nivel de significancia entre as
médias das concentragdes dos elementos bioquimicos utilizados, que foi de p < 0,05 obtidos no
teste ANOVA.
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Figura 12: Média e desvio padrdo das concentrac@es relativas de cada elemento bioquimico presente nos
tecidos cerebrais do cerebelo e tumores estimadas pelo modelo bioquimico e valor de p.
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Figura 13: Média e desvio padrdo das concentracdes relativas de cada elemento bioquimico presente nos
tecidos cerebrais da meninge e meningioma estimadas pelo modelo bioquimico e o valor de p.
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As concentracfes bioquimicas obtidas através do modelo empregado mostradas nas
Figuras 12 e 13 foram comparadas as bandas com picos existentes nos espectros dos tecidos
cerebrais normais e tumorais das Figuras 8 e 9.

Como visto na Figura 12, a concentracdo de fosfatidilcolina se apresentou com maior
intensidade no cerebelo normal e glioblastoma devido ao aumento dos picos em 1066 e 1442 cm™
! comparado aos outros tumores. O schwannoma tem maior concentragdo de fosfatidilcolina em
relagdo a0 meduloblastoma devido ao pico em 1442 cm™ que é intenso. Na Figura 13, a
concentracdo de fosfatidilcolina da meninge em comparacdo ao meningioma se mostrou um
pouco maior devido os picos 1066, 1300 e 1442 cm™. A concentracdo de colesterol é maior no
glioblastoma em relacdo ao meduloblastoma e schwannoma visto pelo ao aumento das bandas
com picos em 549, 608, 703 e 962 cm™. A concentragdo do colesterol no meduloblastoma foi
maior devido a intensidade do pico em 1442 cm™. O cerebelo normal apresentou concentragio
corroborando pela maior intensidade de colesterol no meduloblastoma e schwannoma devido as
bandas com picos em 549 e 1661 cm™. A meninge normal apresentou concentragéo de colesterol
um pouco maior que o meningioma nas bandas com picos em 549, 608, 703 e 1442 cmt e o
meningioma apresentou maior intensidade em comparacdo a meninge nas bandas com picos em
759 e 962 cm'™,

A concentracdo de acido linolénico (Figura 12) se mostrou com intensidade maior no
cerebelo normal em relagdo aos tumores, sendo que as bandas com picos em 1268, 1442 e 1661
cm?! tiveram intensidades maiores nos tumores em relagdo a meninge normal. Esse aumento de
concentracdo do cerebelo normal em relagdo ao glioblastoma, meduloblastoma e schwannoma
pode ser devido a banda com pico em 881 cm™, que se mostrou com intensidade maior em todos
os tecidos. A concentracdo de 4&cido linolénico da meninge comparada ao meningioma
apresentada na Figura 13 mostra que a meninge tem maior concentracdo do que 0 meningioma
devido o0 aumento da intensidade dos picos em 1268, 1442 e 1661 cm™.

A esfingomielina apresentou concentracdo maior no cerebelo normal e glioblastoma em
comparagdo com os tumores meduloblastoma e schwannoma devido as bandas com picos em
1066 e 1442 cm™. A concentracdo de esfingomielina na meninge em comparaco ao meningioma
foi maior pela intensidade das bandas com picos em 1066 e 1300 cm™.
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A trioleina apresentou concentracdo maior no cerebelo normal em relacdo ao
glioblastoma, meduloblastoma e schwannoma. Essa diferenca de concentracdo se deu pela
intensidade do pico 881 cm™. A concentracdo no glioblastoma se mostrou maior que nos outros
tumores devido a intensidade das bandas com picos em 1300 e 1442 cm™. A concentragéo de
trioleina do meduloblastoma e schwannoma se mostraram iguais devido as bandas com picos em
881, 1300, 1442 e 1661 cm™, que apresentaram a mesma intensidade. O meningioma apresentou
concentracdo maior de trioleina do que a meninge normal devido aumento de intensidade nas
bandas com picos em 881, 1089 e 1661 cm™.

As concentracfes de fenilalanina apresentaram maior intensidade no schwannoma em
relacdo ao glioblastoma e meduloblastoma, essa diferenca de concentracdo se da pela intensidade
da banda com pico em 1007 cm™. A intensidade de concentragdo do cerebelo normal maior do
que o schwannoma ndo confere visualmente na intensidade do pico em 1007 cm™, o erro de
concentracdo pode ter ocorrido pelo fato da fenilalanina estar presente em outros picos do
cerebelo normal como o 939 e 1037 cm™. A concentragdo de fenilalanina no meningioma foi
superior & da meninge devido a intensidade da banda com pico em 1007 cm™.

A concentracdo de colageno se mostrou mais intensa no cerebelo normal seguido do
glioblastoma devido o aumento de intensidade das bandas com picos em 549, 881 e 1453 cm™. O
meningioma apresentou concentracdo de colageno maior do que a meninge normal devido ao
aumento da banda com pico em 1453 cm™.

A concentracdo de beta-caroteno foi maior no cerebelo normal em comparagdo ao
glioblastoma, schwannoma e meduloblastoma devido ao aumento da banda com pico em 1521
cm. O meningioma apresentou concentragdo maior do que a meninge sendo que no espectro do
meningioma a banda com pico em 1521 cm™ se apresentou com maior intensidade na meninge
normal. Essa concentracdo de beta-caroteno maior obtida no meningioma através do modelo
bioquimico utilizado pode estar relacionada com a vibragdo molecular do elemento bioquimico
em outros picos do meningioma como a banda com pico em 1453 e 1661 cm™.

O resultado obtido pelo modelo bioguimico na concentracdo de glicose mostrou a
intensidade maior no cerebelo normal e glioblastoma seguidos de schwannoma e
meduloblastoma. A banda com pico em 853 cm™ se apresentou com maior intensidade no

glioblastoma, schwannoma e meduloblastoma em relagdo ao cerebelo normal. Na concentragéo
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de glicose na meninge e meningioma, 0 meningioma se apresentou com mais intensidade do que
a meninge, isso aconteceu pelo aumento obtido na banda com pico 853 cm™ que é maior no
meningioma em relacéo & meninge.

A concentracdo de DNA se apresentou com leve aumento no cerebelo normal em relagéo
ao glioblastoma, meduloblastoma e schwannoma; isso ocorreu devido a intensidade da banda
com pico em 1374 cm™. A concentracdo de DNA da meninge em relagdo ao meningioma
também demonstrou um pequeno aumento em relacdo ao meningioma, e essa diferenca se deu
pela intensidade da banda 1632 cm™ que se apresentou com maior intensidade na meninge
normal em relacdo ao meningioma.

A concentracdo de sangue apresentou maior intensidade no glioblastoma em relacdo ao
cerebelo normal, schwannoma e meduloblastoma. Pela intensidade dos picos, como exemplo a
banda com pico em 759 cm™, a mesma apresentou uma intensidade maior no schwannoma
seguido do glioblastoma, meduloblastoma e cerebelo. Essa diferenga mostra mais uma vez que
existe concentracdo de sangue em outros picos do glioblastoma e cerebelo normal. A
concentragdo de sangue na meninge mostrou maior intensidade em relacdo ao meningioma
devido aos picos 759 e 1560 cm™, que se apresentaram com maior intensidade do que o
meningioma.

Foram realizados os testes ANOVA e teste t ndo pareado apds obter a concentracdo para
identificar quais elementos bioquimicos possuiam concentra¢fes com diferencas estatisticamente
significativa nas médias para posterior realizacdo da discriminacéo entre os grupos de tecidos.

As comparag0es estatisticas através do teste ANOVA entre cada concentracdo bioquimica
obtida em que o valor de p = 0,05 sdo mostrados na Tabela 5. O resultado do teste ANOVA no
cerebelo e tumores demonstrou que as diferencas nas concentragdes relativas dos constituintes
bioquimicos foram extremamente significativas para todos os bioquimicos (p < 0.0001).

Foi aplicado o teste t ndo pareado entre as médias das concentragdes dos tecidos da
meninge e meningioma, como é mostrado na Tabela 6. O resultado do teste t aplicado as
concentragfes bioquimicas da meninge e meningioma indicou diferencas significativas para

todos os bioquimicos (p < 0.05).

Tabela 5: Valores de p retornados pela ANOVA, teste aplicado a um nivel de significancia p<
0,05, para a comparacdo entre as médias das concentracdes dos tecidos cerebrais do cerebelo e tumores.
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Elemento bioquimico Nivel de significancia*
Acido linolénico p < 0.0001
Beta Caroteno p <0.0001
Colageno p <0.0001
Colesterol p <0.0001
DNA p < 0.0001
Esfingomielina p <0.0001
Fenilalanina p <0.0001
Fosfatidilcolina p <0.0001
Glicose p < 0.0001
Sangue p <0.0001
Trioleina p <0.0001

Tabela 6: Valores de p retornados pelo teste t ndo pareado, aplicado a um nivel de significancia  p <
0,05, para a comparacdo entre os tecidos cerebrais da meninge e meningioma.

Elemento bioquimico Nivel de significancia*
Acido linolénico p < 0.0001
Beta Caroteno p < 0.0001
Colageno p <0.0001
Colesterol p =0.0180
DNA p < 0.0001
Esfingomielina p <0.0001
Fenilalanina p = 0.0009
Fosfatidilcolina p < 0.0001
Glicose p <0.0001
Sangue p <0.0001
Trioleina p < 0.0001

4.5. Discriminagao de tecidos cerebrais normais e tumorais

Os espectros dos tecidos e das concentragdes bioquimicas normais e tumorais do cérebro
foram classificados em normal e tumor mediante as técnicas de discriminacdo LDA e a PLS. Os

dados das concentracfes dos componentes bioguimicos obtidos no modelo bioquimico foram
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classificados em tecidos normais e tumorais pela LDA e o PLS foi utilizado para classificar os

espectros dos tecidos em grupos de tecidos cerebrais normais e tumorais.

4.5.1. Discriminacdo dos dados espectrais das concentracdes do cerebelo, meninge e
tumores por LDA

A discriminacdo dos espectros dos tecidos do cerebelo e meninge em grupos normais e
tumorais foi realizada utilizando a analise de discriminacdo LDA separando os dados espectrais
de acordo com a concentracdo de colageno, colesterol, acido linolénico, beta-caroteno, DNA,
esfingomielina, fenilalanina, fosfatidilcolina, trioleina, glicose e sangue (hemoglobina).

A discriminacdo dos espectros dos tecidos em grupos normais e tumorais via LDA
utilizando as concentragdes relativas dos constituintes bioquimicos constantes nas Figuras 12 e
13, classificou os espectros do cerebelo normal e tumor (glioblastoma, schwannoma e
meduloblastoma) com precisdo de 93,3% (Tabela 7). Os espectros da meninge normal e tumor
(meningioma) foram classificados pela LDA com precisdo de 99,3% (Tabela 7).

Os valores de sensibilidade e especificidade foram determinados a partir dos resultados
obtidos pela discriminacdo através da LDA das concentracGes bioquimicas e sdo mostrados na
Tabela 7. O resultado da sensibilidade e especificidade da classificacdo via LDA para o cerebelo
normal e tumoral foi de 96,4% e 91,0%, respectivamente; para a meninge e meningioma, o

resultado da sensibilidade e especificidade da LDA foi de 98,7% e 100%, respectivamente.

Tabela 7: Resultados na discriminacéo de tecidos cerebrais normais do (cerebelo e meninge) e tumorais
(glioblastoma, meduloblastoma, schwannoma) e (meningioma) por LDA aplicada as concentracdes dos
constituintes bioguimicos.

Diagndstico Histopatoldgico Diagnostico Raman via LDA
Cerebelo Meninge
Normal Tumor Normal Tumor
Cerebelo Normal 59 6 - -
Cerebelo Tumor 2 53 — -
Preciséo 93,3%

Sensibilidade 96,4%
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Especificidade 91,0%

Meninge Normal - - 69 0
Meninge Tumor - — 1 73
Precisdo 99,3%
Sensibilidade 98,7%
Especificidade 100%

4.5.2. Discriminacdo utilizando espectros do cerebelo, meninge, glioblastoma,
meningioma, schwannoma e meduloblastoma por PLS-DA

A classificacdo via discriminacdo PLS-DA utilizou todos os pontos do espectro dos
tecidos normais (cerebelo e meninge) e tecidos tumorais (glioblastoma, schwannoma
meduloblastoma e meningioma). O modelo PLS-DA forneceu precisdo de 97,5% de acertos na
classificacdo dos dados espectrais do cerebelo normal e tumores (glioblastoma, schwannoma e
meduloblastoma), com 98,2% de sensibilidade e 96,6% de especificidade (Tabela 8). Os dados
espectrais da meninge normal e tumor (meningioma) mostraram 99,3% de precisdo na
classificacdo, com sensibilidade de 98,7% e especificidade de 100%. Na classificacdo via
discriminacdo PLS-DA entre normal e tumor de todos os espectros juntos (normal — cerebelo e
meninge, tumor — glioblastoma, meduloblastoma, schwannoma e meningioma) o acerto na

classificacéo foi de 94,1%.

Tabela 8: Precisdo na discriminacdo de tecidos cerebrais normais (cerebelo e meninge) e
tumorais (glioblastoma, schwannoma, meduloblastoma e meningioma) por PLS.

Diagnostico Diagnostico Raman via PLS
Histopatologico Cerebelo Meninge

Normal Tumor Normal Tumor
Cerebelo Normal 63 2 - -
Cerebelo Tumor 1 54 - -
Precisdo 97,5% -

Sensibilidade 98,2%
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Especificidade 96,9%

Meninge Normal - - 69 0
Meninge Tumor - - 1 73
Precisdo - 99,3%
Sensibilidade 98,7%
Especificidade 100%

Normal (Cerebelo + Meninge)  Tumor (Cerebelo + Meninge)

Normal 123 3
Tumor 12 115
Precisao 94,1%

A classificacdo dos espectros nos grupos individuais (normal — cerebelo e meninge,
glioblastoma, meduloblastoma, schwannoma e meningioma) mostrou precisdo de 85,0% (Tabela
9). Houve erro na discriminacdo do schwannoma; a pequena quantidade de amostras causou o
agrupamento destes no glioblastoma e meningioma, 0 mesmo aconteceu com o meduloblastoma,
0s espectros se agruparam no tecido normal. Esse agrupamento pode ter ocorrido devido a

semelhanca espectral com o normal.

Tabela 9: Preciséo na discriminagdo por PLS-DA de tecidos cerebrais normais (cerebelo e
meninge) e tumorais (glioblastoma, schwannoma, meduloblastoma e meningioma) sem
agrupamento entre os tumores.

Diagnostico Diagnostico Raman via PLS

Histopatologico Normal  Glioblastoma Meduloblastoma Schwannoma Meningioma

Normal 128 0 4 0 2
Glioblastoma 1 23 0 0 4
Meduloblastoma 13 0 6 0 0
Schwannoma 0 2 0 0 6
Meningioma 2 4 0 0 68



Precisdo

85,5%
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, a técnica de espectroscopia Raman foi empregada para obter a
concentracdo relativa de constituintes bioguimicos presentes em tecido cerebral, normal e
tumoral do cerebelo e da meninge através da proposicdo de um modelo bioquimico. Os
resultados demonstraram que 0s espectros Raman possuem picos referentes aos constituintes
bioguimicos presentes nos tecidos e que tais bioquimicos apresentam concentracdes diferentes

nos tecidos normais e tumorais.

5.1. Comparagdes dos resultados espectrais com outros trabalhos

Banerjee et al. (2015) exploraram a eficacia da espectroscopia Raman no diagnostico do
glioblastoma multiforme em amostras de 4 pacientes diferentes, obtendo o resultado de que os
espectros Raman dos 4 glioblastomas sdo semelhantes. Esse achado corrobora este trabalho no
que se refere aos espectros mostrados dos lobos cerebrais frontal, parietal, occipital e temporal,
informando que a espectroscopia Raman € uma técnica fiel aos achados bioquimicos,
discriminando de forma adequada e oferecendo, assim, o diagnostico do cancer.

Dakovic et al. (2013) corroboram com os resultados espectrais obtidos neste estudo
através das bandas 421, 549, 703, 1089, 1132, 1179, 1268, 1300, 1442, 1661 cm™ que revelam
intensidade maior nos tumores de colesterol, lipidios/fosfolipidios e proteinas em relacdo ao
tecido normal do cerebelo, relatando também que a técnica empregada tem grande sensibilidade
em detectar vibracdes moleculares de lipidios e proteinas.

Diem et al. (2013) relatam que as bandas lipidicas mais intensas encontradas em tecido
cerebral sdo 701 cm™ (colesterol) e lipidios 1063, 1268, 1439 e 1657 cm™.

Aguiar et al. (2013) citam que as bandas 549, 703, 1089, 1132, 1179, 1268, 1300 e 1661
cm sdo atribuidas a colesterol e lipidios, sendo que a banda 549 cm™ é formada por vibragio
molecular de colageno e colesterol e que as intensidades dos picos de lipidios e proteinas de
tumores cerebrais em toda faixa espectral sdo de intensidades diferentes do tecido normal. Os
resultados obtidos pelos autores acima citados corroboram com o0s achados nesta tese nos

espectros do glioblastoma e meduloblastoma, com a presenca de dois picos na regido espectral
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de 549 e 703 cm™* que evidenciam aumento significativo de bandas da molécula de colesterol no
tecido do glioblastoma.

Krafft et al. (2005) relatam que durante a transformacdo do tecido cerebral normal em
tumoral, tanto a composicdo como a concentragdo de lipidios mudam, portanto a analise de
lipidios pode ser usada como um parametro diagnostico para distinguir os tecidos normais dos
tumores e que a espectroscopia Raman tem sido utilizada para detectar essas alteragdes mesmo
em condicOes intra-operatorias.

O resultados de Aguiar et al. (2013), Banerjee et al. (2015) Dakovic et al. (2013), Diem
et al. (2013) e Krafft et al. (2005) corroboram com os resultados encontrados no presente estudo,
ja que os dados espectrais obtidos revelam alta intensidade na concentracdo de
lipidios/fosfolipidios e proteinas em tumores e tecidos normais do cérebro.

Aguiar et al. (2013), Aydin et al. (2009), Zhou et al. (2012) citaram em seus trabalhos
que a banda 1007 cm é atribuida a fenilalanina, corroborando os resultados obtidos nesta tese.
A banda com pico em 1007 cm™ é caracteristica na vibragdo do aminoacido fenilalanina das
proteinas e frequentemente essas bandas estdo presentes em espectros Raman de material
bioldgico contendo proteinas. A banda espectral 1007 cm™ é maior nos tumores glioblastoma,
meduloblastoma e schwannoma em relacdo ao cerebelo normal. Kalkanis et al. (2014) informam
qgue a média espectral dos tecidos cerebrais normais e glioblastoma multiforme estudados tem
picos e bandas maiores de lipidios, proteina e colesterol. Informam também que os espectros do
tecido normal do cérebro sdo constituidos de lipidios e colesterol principalmente nas bandas
1300 e 1442 cm™. No tecido do glioblastoma multiforme encontram picos de proteina nas bandas
1003 e 1659 cmt, corroborando os achados espectrais deste trabalho, nas bandas com picos em
962 e 1700 cm™. Gajjar et al. (2013) informam que a atribuicdo de picos de proteinas e lipidios
estd associada a progressdo do tumor. A alteracdo nos picos de colesterol e fenilalanina foram
evidentes em glioma de grau IV e tumores metastaticos. Neste trabalho a banda com pico em 962
cm? evidencia a diferenca de colesterol na média espectral do meningioma em relagdo a média
espectral da meninge normal, chegando a concluséo de que existe diferenca lipidica do tecido do
meningioma para o tecido normal da meninge. Beljebbar et al. (2010) aplicaram células C6 do
glioblastoma no cérebro de rato e apds sua expansdo, realizaram tomadas espectrais do tecido

tanto in vivo como in vitro. Na analise espectral os picos atribuidos foram: 1004 cm™ como
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vibracdo de fenilalanina/proteinas, 1269 e 1661 cm™ com atribuicdo de amida 1 e Ill, e
fosfolipidios com bandas caracteristicas na regido espectral de 1065, 1089 e 1269 cm™. Foi
relatado que a banda 961 cm™ tem grande quantidade de colesterol. Esses resultados corroboram
0s resultados espectrais dos achados deste trabalho de tese, principalmente na banda com pico
em 962 cm?' encontrada nas medias espectrais do cerebelo normal, glioblastoma,
meduloblastoma, schwannoma e meningioma, mostrando que o colesterol é parte integrante do

tecido cerebral humano.

5.2. Comparagdes do modelo bioquimico utilizado com outros trabalhos

O uso do ajuste de espectros dos tecidos com o dos compostos puros e predominantes
encontrados em tecidos cerebrais, normais e tumorais (modelo bioquimico) revelou quais
componentes contribuiram para a discriminacdo espectral.

Alguns autores utilizaram modelos espectrais para estimar a bioquimica de tecidos
biolégicos, como Stone et al. (2007) que utilizaram a espectroscopia Raman de infravermelho
médio, para estudar patologias uroldgicas, com o intuito de investigar alteracdes bioquimicas do
tecido com cancer para compreender as mudancas bioguimicas no tecido, com a utilizacdo de um
modelo bioguimico semelhante ao realizado neste trabalho em que os espectros dos tecidos
foram ajustados aos espectros dos constituintes bioquimicos, para obtencdo das concentraces
bioguimicas. Os autores chegaram ao resultado de que o modelo evidenciou diferencas do tecido
normal da préstata para o tumoral nas concentragcdes bioquimicas de actina, colageno | e Ill,
colina, trioleina, &cido oleico, DNA e colesterol. O resultado obtido da concentracdo de colageno
neste trabalho se mostrou mais intensa no cerebelo normal seguido do glioblastoma visto pelo
aumento de intensidade das bandas com picos em 549, 881 e 1453 cm™. O meningioma
apresentou concentracdo de colageno maior do que a meninge normal devido ao aumento da
banda com pico em 1453 cm™. O resultado obtido da concentragdo de DNA neste trabalho
demonstrou que o cerebelo normal tem pouca diferenca de concentracdo em relacdo ao
glioblastoma, meduloblastoma e schwannoma e que a diferenca de concentracdo do DNA da
meninge em relacdo a0 meningioma também tem uma diferenca bem pequena no aumento da

concentragéo.
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Lyng et al. (2007) utilizaram a média dos espectros bioquimicos mais predominantes no
tecido cervical, como colageno, adenina, guanina, citosina, timina, acido nucleico, glicose e
fosfatidilcolina para entdo, mediante analise dos espectros obtidos do tecido cervical normal,
carcinoma invasivo e ndo invasivo, sobrepor os espectros e detectar as bandas com picos
positivos dos elementos bioquimicos nos espectros dos tecidos estudados. Constataram a
contribuicdo espectral bioquimica obtida das bandas espectrais, demonstrando a habilidade da
espectroscopia em evidenciar picos de compostos bioquimicos presentes no tecido com maior ou
menor intensidade. Fizeram a analise estatistica através dos componentes principais mais
importantes e aplicaram a LDA, sendo que de 498 espectros, 492 foram classificados
corretamente dos 6 espectros classificados de forma incorreta, 2 das amostras normais foram
atribuidos a carcinoma invasivo e 0s outros 4 eram carcinomas invasivos. Isso mostrou que a
espectroscopia Raman pode estimar a bioguimica contida nos espectros dos tecidos estudados,
mesmo que a diferenca de concentracdo dos bioquimicos seja bem pequena na comparacao do
tecido normal para o doente. Este trabalho indicou que 11 dos 16 compostos bioquimicos
utilizados no modelo ajuste por minimos quadrados possuiam coeficientes de ajuste positivos,
sugerindo concentracfes positivas, pois Sa0 compostos que possuem picos nas mesmas posigoes
dos tecidos cerebrais normais e tumorais.

Como Lyng et al. (2007) também foram utilizadas neste trabalho os espectros dos
compostos bioquimicos mais predominantes do tecido cerebral normal para realizar a
sobreposicdo das médias obtidas das amostras do cerebelo, glioblastoma, schwannoma,
meduloblastoma, meninge e meningioma para detectar em quais bandas espectrais os compostos
bioquimicos se apresentam com maior intensidade e assim ajudar na escolha dos bioquimicos
mais predominantes no tecido cerebral normal, ja que o aumento ou diminuicdo desses
bioquimicos se da pelo crescimento do tumor no tecido. Fazendo essa sobreposic¢ao de espectros
foi identificado que a glicose tem picos positivos e que a sua utilizacdo no modelo bioquimico é
importante. Neste trabalho foi observado que a concentragéo de glicose tem maior intensidade no
cerebelo normal e glioblastoma seguidos de schwannoma e meduloblastoma. A banda com pico
em 853 cm? se apresentou com maior intensidade no glioblastoma, schwannoma e
meduloblastoma em relagdo ao cerebelo normal. No meninge e meningioma, a concentracao de

glicose se apresentou com mais intensidade no meningioma do que a meninge, isso aconteceu
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pelo aumento obtido na banda com pico 853 cm™ que é maior no meningioma em relagio a
meninge.

Silveira et al. (2012) utilizaram amostras de tecidos normais e malignos da pele.
Aplicaram um modelo bioquimico para diferenciar alteragdes de componentes bioquimicos
nesses tecidos. Coletaram espectros de compostos bioquimicos como proteinas, lipidios e acidos
nucleicos mais predominantes na pele humana e utilizaram o método de ajuste de minimos
quadrados (LSgF) para estimar a contribuicdo desses compostos para 0s espectros Raman dos
tecidos da pele. O modelo foi aplicado sobre os espectros Raman dos compostos e espectros
Raman dos tecidos levando em consideracdo que a contribuicdo espectral dos compostos
bioquimicos para os espectros dos tecidos muda de acordo com a doenca. Concluiram que a
actina, colageno, elastina e trioleina foram os bioquimicos mais importantes por causa das
caracteristicas no tecido da pele. A discriminacdo foi realizada pela distancia Euclidiana nos
dados das concentracdes obtidas pelo modelo bioquimico com acertos de 91% a 93%. Mesmo
ndo sendo de cérebro, os resultados encontrados por Silveira et al. (2012) corroboram com o
trabalho ora apresentado. A classificacdo das concentracOes relativas obtidas pelo modelo
bioquimico neste trabalho foi realizada utilizando a analise discriminantes linear e a classifica¢do
dos espectros obtidos das amostras normais e tumorais do cérebro humano foi realizada por PLS.

Dentre os 16 compostos bioguimicos utilizados no modelo bioquimico baseado no ajuste
de minimos quadrados (LSqF) deste trabalho, 11 se mostraram com concentragdes positivas nos
tecidos normais e tumorais do cérebro, o que ficou constatado na andlise da intensidade positiva
dos coeficientes de ajuste desses elementos. O colageno, colesterol, acido linolénico, beta-
caroteno, DNA, esfingomielina, fenilalanina, fosfatidilcolina, trioleina, glicose e sangue
(hemoglobina) tiveram o0s picos intensos e positivos, por isso foram utilizados. Todas as
concentracdes obtidas pela contribuicdo desses compostos bioquimicos aos espectros dos tecidos
cerebrais foram importantes para mostrar que existem diferencas nas concentra¢fes do tecido
normal do cérebro em rela¢do ao tumoral.

Silveira et al. (2012) realizaram o teste ANOVA com p < 0,05 para detectar entre 0s
compostos bioquimicos os mais significantes, este trabalho também realizou 0 mesmo teste para
detectar o nivel de significancia entre as médias das concentra¢des, o resultado foi p < 0,0001,

considerado extremamente significativo. O teste t ndo pareado também foi realizado neste
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estudo, nas médias das concentracGes da meninge e meningioma com resultados de p < 0,0001 a
p < 0,0180, considerados extremamente significativos.

Nygren et al. (1996) sabendo que existe uma grande quantidade de colesterol no tecido
cerebral, realizaram o estudo com tecido normal post-mortem e tecidos de glioma obtidos por
meio de biopsias estereotaxicas. Os resultados encontrados confirmam uma concentracao
significativa de colesterol na concentracdo (p < 0,001). Para comparacdo foram realizadas as
extracOes quimicas dos lipidios contidos nos tecidos do cérebro e do glioblastoma obtidos, como
do sangue que foi colhido no momento da extracdo do tumor Concluiram, mediante a
comparacdo dos tecidos estudados, que o éster de colesterol contido no tumor e nas areas
circundantes veio do sangue e que a concentracdo tem um aumento significativo devido ao
aumento de células no tumor, fazendo com que o colesterol seja consumido pelas células do
tumor em crescimento desordenado. Por fim, relatam que existe uma alta concentracdo de &cido
linolénico dentro do tumor glioblastoma. Os resultados de Nygren et al. corroboram com este
trabalho, pois identificaram que existe alta concentracdo de colesterol e &cido linolénico em
tecido cerebral normal e glioma. No modelo bioguimico aqui apresentado, foram utilizados 0s
componentes bioquimicos colesterol e &acido linolénico, justamente devido & sua alta
concentracdo. Essa alta concentracdo, relatada na plotagem das médias obtidas do modelo
bioquimico, corrobora os resultados neste trabalho. Dentre os tumores desenvolvidos no
cerebelo, 0 que apresentou maior concentracdo de colesterol foi o glioblastoma, seguido do
meduloblastoma e schwannoma. O 4&cido linolénico também se apresentou com maior
concentragdo no glioblastoma multiforme de grau IV seguido pelo schwannoma e
meduloblastoma. No teste ANOVA, o valor de p < 0,0001 foi obtido para a concentracdo de
colesterol e acido linolénico do glioblastoma, meduloblastoma e schwannoma.

Kast et al. (2014) relataram em seu estudo que a espectroscopia Raman é ideal para
aplicacbes neurocirurgicas, porque € uma técnica ndo destrutiva que ndo e afetada pela
concentracdo de &gua e pode mapear uma boa regido do tecido. Relataram que a aplicacdo da
técnica demonstra com qualidade a informacdo molecular em regides do cérebro normal,
necrose, glioma infliltrante e glioblastoma e asseguram que o0s picos dos constituintes
bioquimicos comparados com as imagens de hematoxilina e eosina identificam as regides
normais do tecido. Os picos mapeados foram 1003, 1313, 1431, 1585 e 1659 cm™, identificando
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limites da matéria cinzenta e branca, necrose, glioblastoma, tumor infiltrante, determinando a
concentracdo de lipidios, proteinas, acido nucleico e hemoglobina, e concluindo que a técnica
utilizada no estudo pode ser adaptada para mapeamento de tecido de margens dos tumores in
vivo e de maneira ndo destrutiva. Os passos no futuro da espectroscopia Raman indicam o seu
uso in vivo, como citado pelos autores acima; entretanto, estudos precisam ser mais
intensificados para o uso definitivo da técnica para identificar com precisdo margens cirurgicas.
Neste trabalho in vitro foi mencionado que existem mudangas nas concentragcdes dos tecidos
normais do cérebro em relacdo ao tumoral, essas mudancas existentes e ja comprovadas podem
servir para outros estudos in vivo. Kohler et al. (2009) realizaram o estudo pela técnica Raman
para detectar lipidios e agua em gliomas. Fizeram a extracdo de lipidios de tecido cerebral
humano e de porco, como também de glioma humano. Essa extracdo foi estudada com
espectroscopias de massa e Raman. Os resultados mostraram que o tecido cerebral humano e de
porco apresentam concentracdo similar de 4gua e lipidios. Bandas Raman indicaram elevada taxa
de fosfatidilcolina e colesterol no extrato lipidico do glioma. Estes achados de Kohler et al.
corroboram com a concentracdo obtida no modelo bioquimico adotado nesta tese sendo que,
como dito anteriormente, o glioblastoma seja na andlise da média dos espectros, seja nos
resultados obtidos da concentracdo pelo modelo bioquimico, se mostrou com alto nivel de
colesterol e fosfatidilcolina em relacdo aos outros tumores estudados, a concentracdo de
fosfatidilcolina se mostrou intensa devido ao aumento das bandas com picos em 1066 e 1442 cm’
! que sdo caracteristicos da vibragdo molecular de fosfatidilcolina. O cerebelo normal também
evidenciou aumento de colesterol, sendo o nivel de concentracdo obtido maior que outros
tumores, como o glioblastoma, meduloblastoma e o schwannoma, devido ao aumento das bandas
com picos em 549 e 1661 cm™.

Silveira et al. (2014) utilizaram a técnica Raman para detectar alteragdes bioquimicas de
fragmentos do céncer de prostata em comparacdo a fragmentos do tecido prostatico benigno in
vitro. No referido estudo, foram obtidos um total de 163 espectros. O modelo bioquimico
baseado em ajuste de minimos quadrados (LSqF) foi utilizado para calcular a concentracéo
relativa dos compostos bioquimicos mais relevantes encontrados nos tecidos e responsaveis pelas
bandas Raman como actina, elastina, leucina, glicogénio, sangue (hemoglobina), fosfatidilcolina

(fosfolipidios), beta-caroteno e &gua. O modelo espectral foi desenvolvido ajustando os espectros
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dos constituintes bioquimicos com os espectros dos tecidos da prostata. Foram obtidas diferencas
significativas (p < 0,05) nas concentracfes de actina, hemoglobina, elastina, fosfatidilcolina e
agua para discriminacdo tanto dos espectros Raman dos tecidos benignos como dos malignos.
Segundo Silveira et al., os resultados obtidos no estudo demonstram que a espectroscopia Raman
pode ser utilizada para ajudar a revelar a bioquimica da prostata para discriminacdo entre o
tecido da proéstata benigno e maligno in vitro. Concluem que apesar de pequenas diferencas
espectrais entre préstata saudavel e neoplésica, a distancia Euclidiana discriminou tumores do
tecido normal com sensibilidade de 75% e especificidade de 74% utilizando as concentragdes
bioquimicas de fosfatidilcolina e agua.

O trabalho realizado por Silveira et al. (2014) corrobora com o modelo deste trabalho
baseado em ajuste de minimos quadrados (LSgF). Como Silveira et al. chegaram ao resultado de
concentracdo bioquimica, esse trabalho também chegou as diferencas significativas da
concentracdo bioguimica em cada tecido estudado. Como em Silveira et al., também foi utilizado
0 beta-caroteno e o0 sangue, os resultados da concentracdo de beta-caroteno obtidos
apresentaram-se maior no cerebelo normal em comparacdo ao glioblastoma, schwannoma e
meduloblastoma. A concentragdo de beta-caroteno no meningioma foi maior em comparagédo a
meninge normal. A concentracdo de sangue (hemoglobina) apresentou maior concentracdo no
glioblastoma em relacdo ao cerebelo normal, schwannoma e meduloblastoma. Na meninge a
concentragdo de sangue (hemoglobina) foi maior do que no meningioma, isso deve ter ocorrido
pelas amostras da meninge estarem mais vascularizadas no momento da obtengéo dos espectros.
A classificacdo realizada pela LDA obteve sensibilidade, especificidade e preciséo de 96,4%,
91,0% e 93,3%, respectivamente, na comparacdo das concentracdes do cerebelo normal em
relagdo aos tumores, e sensibilidade, especificidade e precisdo de 98,7%, 100% e 99,3%,
respectivamente, na comparacdo das concentragcdes da meninge em relagcdo ao meningioma.

Beljebbar et al. (2008) utilizaram a microespectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (u-FTIR) para criar um modelo espectroscopico e avaliar a quimica de
tecidos cerebrais, normais e tumorais, como o glioma. O modelo foi construido incluindo
espectros individuais de tecido normal do cérebro e do glioma, constituidos de lipidios e
proteinas. Os compostos bioquimicos utilizados foram o colesterol, fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, esfingomielina, galactocerebrosideos, &cido linolénico e
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acido oleico. Fizeram a extracdo de lipidios de amostras de cérebro normal de rato, parte branca
(corpo caloso) e parte cinza (cortex) e de glioma induzido no cérebro do rato através da injecéao
de células do glioma C6. Para quantificar a alteracdo bioquimica entre os tecidos cerebrais
normal e glioma foi realizado o ajuste das médias dos espectros dos grupos do corpo caloso,
cortex e tumor com a média dos espectros dos componentes bioguimicos, objetivando quantificar
as caracteristicas da composicdo quimica dos tecidos cerebrais. Foi utilizado o método de
minimos quadrados mdltiplos (multiple least squares — MLS) para ajustar os espectros das
amostras com o0s espectros dos elementos bioquimicos. Concluiram que as partes branca e cinza
do cérebro contém grande quantidade de lipidio/fosfolipidios. Segundo os autores, os resultados
obtidos pelo MLS mostraram que lipidios como o colesterol tém maior quantidade na parte
branca do que na parte cinza do cérebro. A fosfatidiletenolamina tem maior concentracdo na
parte branca e a parte cinza tem maior concentracdo de fosfatidilcolina em relagdo a parte branca
do cérebro. Afirmaram que o glioma tem aumento de concentracdo de esfingomielina, acido
nucleico e oleico. Os autores concluiram informando que a parte branca contém maior
quantidade de lipidios do que a parte cinza, e que o desenvolvimento do tumor € caracterizado
pela reducdo total do conteudo de lipidios, e que as proteinas e o acido nucleico podem ser
utilizados como biomarcadores espectroscopicos para se obter a diferenca entre tecido cerebral
normal e tumoral. O resultado obtido no trabalho citado acima corrobora com o resultado do
trabalho aqui descrito porque o modelo bioquimico empregado obteve a concentracdo de
esfingomielina no glioblastoma acima da concentragdo obtida nos outros tumores
meduloblastoma e schwannoma, como também a concentracdo de &cido nucleico no
glioblastoma se apresentou maior do que nos outros tumores.

Steiner et al. (2003) demonstraram que a composi¢do molecular do tecido cerebral pode
ser bem detectada pela espectroscopia de infravermelho usada em conjunto com a histopatologia.
Canceres do tecido cerebral como o astrocitoma e o glioblastoma podem ser discriminados por
espectros de infravermelno mediante a afericdo do seu grau. Os espectros mostraram
caracteristicas na composi¢do dos tecidos. Steiner et al. citam que é natural o aumento de lipidios
no tecido cerebral normal como gangliosideos e fosfolipidios. Entretanto, foi detectado aumento
de lipidios em tumores do cérebro comparado ao tecido normal. I1sso corrobora o trabalho aqui

realizado, j& que a concentracdo de lipidios e fosfolipidios evidenciados pelo modelo bioquimico
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empregado neste trabalho mostra que existe aumento de lipidios nos tumores. Por exemplo, 0s
resultados de concentracao obtidos nesse trabalho apresentados nas Figuras 12 e 13 demonstram
que a concentracdo de colesterol € maior no glioblastoma em relacdo ao meduloblastoma e ao
schwannoma, como também de esfingomielina em relacdo ao schwannoma e meduloblastoma. A
concentracdo de fosfatidilcolina apresentou um aumento significativo na média do glioblastoma
em relacdo a média dos outros tumores e também ao tecido normal, isso se da pela agressividade
e letalidade do tumor que esta correlacionada ao aumento de células tumorais devido ao processo
de crescimento desordenado que requer mais nutrientes para multiplicacdo das células. O écido
linolénico apresentou maior concentracdo no cerebelo normal em relacdo aos outros tumores
como também na meninge normal em relacdo ao meningioma.

Riboni et. al. (1984) compararam os tipos de lipidios dos meningiomas em relacdo a
meninge normal através da técnica de extracdo utilizando a cromatografia. Segundo eles, os
elementos bioguimicos encontrados nos tumores eram 0s mesmos da meninge normal, mas com
um padrdo quantitativo diferente, como a diminuicdo de fosfatidilcolina e esfingomielina. As
concentracfes obtidas através do modelo bioquimico empregado neste trabalho evidenciaram
concentracdo menor de fosfatidilcolina e esfingomielina no meningioma em relacdo a
concentracdo obtida da meninge normal. A concentracdo de acido linolénico foi maior na
meninge em relacdo ao meningioma. Ja a concentracdo de trioleina foi maior no meningioma em
relagdo a meninge normal. Esses resultados demonstram que a técnica de extracdo associada a
um modelo bioquimico pode ser eficiente se comparada até mesmo com outros métodos de
quantificacdo bioquimica.

Peres et al. (2011) utilizaram a espectroscopia Raman para classificar o tecido arterial
usando um modelo simplificado utilizando informacdes bioquimicas basais e as extraidas dos
espectros Raman das artérias ndo ateroscleréticas, com aterosclerose e calcificadas. Segundo os
autores, um total de 111 espectros Raman de fragmentos arteriais foram utilizados para
desenvolver o modelo e esses espectros foram comparados com 0s espectros de colageno,
colesterol, células musculares lisas, cristais de calcio e adipdcito. A distancia de Mahalanobis foi
empregada para discriminar as concentracdes bioquimicas, colesterol, colageno e adipocito para
cada tipo de tecido arterial com aterosclerose, ndo aterosclerose e calcificado. O modelo de

diagnostico bioquimico simplificado mostrou que o colesterol, colageno e os adipécitos foram os
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constituintes teciduais que deram a melhor capacidade de classificacdo. Em conclusdo, afirmam
que a espectroscopia Raman pode discriminar diferencas bioquimicas entre normal e placas
aterosclerdticas com alta sensibilidade e especificidade. Peres et al. utilizaram um modelo
bioquimico similar a este trabalho com o mesmo intuito de detectar as diferencas na
concentracdo bioquimica. A concentracdo de colesterol obtida neste trabalho foi maior no
glioblastoma em relacdo ao schwannoma e meduloblastoma, devido ao aumento das bandas com
picos em 549 e 1661 cm™ caracteristicos de vibragdes moleculares de lipidios/fosfolipidios.
Esses achados demonstraram a capacidade da técnica Raman de distinguir alteracoes
bioquimicas em tecidos e as alteragdes bioquimicas encontradas entre os tecidos normais e
tumorais do cérebro neste trabalno mesmo sendo pequenas revelam a diferenciacdo do tumor em

relagcdo ao normal.

5.3. Resultados de discriminacéo comparados a outros estudos

A anélise de discriminacdo empregada neste trabalho com tecidos cerebrais também foi
utilizada em outros tecidos humanos ou de animais para discriminar os espectros Raman dos
grupos de tecidos.

Kraft et al. (2006) considerando que os gliomas sdo 0s tumores primarios mais frequentes
do cérebro, utilizaram a espectroscopia Raman para realizar uma abordagem diagndstica
molecular entre o tecido cerebral normal, astrocitoma de grau Ill e glioblastoma de grau IV.
Ap0s a obtencdo dos espectros de cada tecido normal e tumoral do cérebro, os autores utilizaram
os dados espectrais para criar um modelo de classificacdo através da LDA, obtendo o resultado
de classificacdo de 100% de precisdo nos dados espectrais do tecido cerebral normal em
comparacdo aos dados espectrais dos gliomas e de 93% de acerto na classificacdo dos gliomas
malignos entre si. Concluem que, pela alta taxa de sucesso, a espectroscopia Raman pode
complementar métodos estabelecidos como a histopatologia e a imunohistoquimica, através da

caracterizacdo da diferenca quimica que existe entre o tecido normal e tumoral.
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Os resultados de discriminacgdo através da LDA obtidos nesta tese realizam separacéo das
concentracdes espectrais bioguimicas de tecido normal do cerebelo e tumores glioblastoma,
meduloblastoma e schwannoma, separando os dados espectrais de acordo com a concentracdo de
colageno, colesterol, &cido linolénico, beta-caroteno, DNA, esfingomielina, fenilalanina,
fosfatidilcolina, trioleina, glicose e sangue (hemoglobina), chegando a 93,3% de acerto na
classificacdo. Nessa classificacdo por LDA das médias das concentracdes bioguimicas obtidas
pelo modelo, 6 espectros do grupo normal se agruparam no grupo dos tumores e dois espectros
tumorais se agruparam no grupo normal. A sensibilidade da classificacdo foi de 96,4% e
especificidade de 91,0%.

Koljenovic et al. (2002) estudaram tecidos do glioblastoma mediante a microscopia
Raman para identificar a possibilidade de desenvolvimento de um método Raman in vivo para
orientacdo intraoperatéria em tempo real da bidpsia cerebral. Os autores utilizaram um modelo
de discriminacdo para classificar os dados Raman obtidos do tecido tumoral em comparacéo ao
tecido necroético do glioblastoma através da LDA, com acerto de 100% de precisdo. Este estudo
classificou por LDA concentragdes obtidas de tecidos normais e tumorais do cérebro obtidas
pelo modelo bioquimico LSqF, diferente dos autores citados anteriormente que desenvolveram
um trabalho in vivo, que é excelente para aprofundar estudos com a técnica Raman, as
classificacbes dos trabalhos tanto com espectros obtidos in vivo como in vitro, foram
extremamente bem classificadas pelo modelo LDA.

Koljenovic et al. (2005) estudaram meningioma e meninge normal da dura mater para
possivel desenvolvimento de um método de diagnostico Raman a fim de guiar a ressecgdo
cirdrgica in vivo. Chegaram a conclusdo que existe diferenca no espectro Raman do meningioma
em relacdo ao espectro Raman da meninge dura mater. Desenvolveram um modelo de
discriminacdo dos espectros da meninge da dura mater e tumor baseado na LDA, obtendo acerto
na classificacdo de 100% de precisdo. Concluiram que o minimo detalhe de diferenciacdo de
colesterol da meninge da dura mater em relagdo ao meningioma foi detectado pela
espectroscopia Raman e que o meningioma pode ser distinguido da meninge da dura mater pelos
espectros Raman. Os resultados de Koljenovic et al. corroboram com os resultados alcancados
nesta tese na parte de discriminagcdo das concentragcdes bioquimicas da meninge e meningioma

através da LDA. Os resultados ora obtidos da concentragdo estimadas pelo Raman nos grupos da
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meninge e meningioma também tiverem uma excelente discriminacdo, em torno de 99,3% de
precisdo no acerto com 98,7% de sensibilidade e 100% de especificidade. Isto demonstra que o
emprego da analise de discriminacdo foi satisfatorio. Na classificagdo por LDA todos os 69
espectros das concentragdes da meninge normal ficaram no seu grupo e nenhum foi para o0 grupo
dos tumorais, ja 0s 73 espectros correspondentes as concentragfes obtidas para 0 meningioma 73
ficaram no grupo do meningioma e um espectro se agrupou no grupo dos espectros das
concentragOes da meninge normal.

Mehta et al. (2018) utilizaram a LDA para diferenciar espectros da meninge normal em
relacdo ao meningioma. Esses espectros foram classificados pela LDA que utilizou os 10 PCs
gue carregam a maior variacdo espectral, obtendo 92% de precisdo no acerto. O acerto na
classificacdo por LDA dos autores mencionados ficou abaixo do acerto na classificagédo deste
trabalho, que foi de 99,3%, bem préximo de 100% de precisdo no acerto. A precisdo de 100%
ndo ocorreu devido um espectro de concentracdo do meningioma se agrupar no grupo das
concentracdes da meninge.

Zhou et al. (2012) examinaram tecidos cerebrais humanos (meningioma, meninge
normal, glioblastoma multiforme, neuroma acustico, adenoma pituitario benigno) in vitro, pela
espectroscopia Raman em um sistema micro-Raman de 532 nm e deslocamento espectral na
faixa de 200 a 4000 cm*. Para discriminar os dados espectrais eles utilizaram os algoritmos de
maquina de vetores de suporte (support vector machine — SVM) e analise de componente
principal (principal component analysis — PCA), para detectar qual o componente principal
carregava mais informacdes espectrais. No entanto, o que corrobora os resultados deste trabalho
ora apresentado sdo os resultados via Raman em tecidos cerebrais da meninge, meningioma e
glioblastoma. Nesta pesquisa, os resultados de classificagdo por LDA das concentragdes obtidas
da meninge normal e meningioma alcangaram 99,3%, com sensibilidade de 98,7% e
especificidade de 100%. Caso o estudo citado acima tivesse sido realizado com a classificacéo
dos dados espectrais cerebrais obtidos por LDA, os resultados poderiam ser mais bem
representados, ja que neste trabalho a classificagdo por LDA demonstrou excelente classificacéo.

Gajjar et al. (2013) utilizaram a espectroscopia Raman e a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no diagnostico de tecidos cerebrais humanos,

onde a associagdo com a analise multivariada ampliou a discriminagéo entre tecidos do cérebro
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normal e diferentes tipos de tumores (meningioma, glioma e metastases cerebrais), atraves da
informacao espectral de lipidios e proteinas. Fizeram a analise multivariada dos dados com a
LDA e PCA-LDA. A PCA foi empregada e apontou os componentes presentes nos dados
originais que carregam 95% da variacdo espectral. A significancia estatistica de contribuicdo de
cada discriminante linear foi determinada pela analise ANOVA. Concluiram também que a
diferenca dos PCs dos tumores em relacdo aos tecidos normais € estatisticamente significante (p
< 0,05). Diferentemente do trabalho citado, este trabalho ndo utilizou PCA-LDA para obter quais
componentes principais carregam 95% da variagdo espectral, e sim a LDA na classificagdo das
concentracdes obtidas pelo modelo bioquimico, as concentracdes obtidas foram extremamente
significativas entre si (p < 0,05), isso demonstra que a técnica Raman detecta diferencas entre
espectros de tecidos normais e tumorais independente do tipo de classificagdo usada para o
diagndstico espectral.

Abramczyk et al. (2017) usaram a espectroscopia Raman para discrimina¢do de um
tumor cerebral humano (meduloblastoma) em comparacdo a amostras de tecidos normais do
cérebro. Basearam-se nos espectros Raman como também nas imagens Raman obtida através do
microscopio. Utilizaram o PLS para discriminar os dados Raman do tumor cerebral e dos tecidos
normais para auxiliar a espectroscopia Raman em diferenciar 0s grupos que carregam
semelhancas espectrais idénticas, obtendo sensibilidade e especificidade de 98,5% e 96%,
respectivamente. Neste trabalho foi utilizada uma amostra de meduloblastoma, tumor cerebral
raro, no qual a média espectral mostrou diferencas significativas em comparacdo as médias
espectrais do glioblastoma, schwannoma e cerebelo normal, principalmente em bandas com
picos de lipidios/fosfolipidios. Os espectros obtidos do meduloblastoma foram classificados pelo
PLS, no grupo do cerebelo tumor, obtendo 97,5% de precisdo na classificagdo em comparagao ao
grupo cerebelo normal. Na classificacdo entre grupo normal (cerebelo + meninge) e tumor
(cerebelo + meninge) a precisé@o na classificacdo por PLS foi de 94,1%.

Kelly et al. (2011) detectaram espectros Raman representativos de biomoléculas
presentes em amostras biologicas. Segundo os autores, o material celular produz informagoes
complexas devido as ligagBes quimicas. Incluiram algumas analises multivariadas, como a
analise dos componentes principais (PCA), minimos quadrados parciais (PLS), analise

discriminante linear (LDA). Na classificacdo por PCA, o estudo demonstrou que o0s 3
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componentes principais PCs carregam a maior variancia espectral que chega a 99%. O resultado
apresentado pelos autores cita que o0s espectros Raman carregam informacdes de ligacdes
moleculares de amostras bioldgicas, e este trabalho demonstrou que os tecidos cerebrais normais
e tumorais possuem diferencas bioquimicas e que a obtencdo das concentragBes bioquimicas
permitiu o diagndéstico por LDA e PLS.

Jong et al. (2006) utilizaram a LDA para classificacdo entre os tecidos tumorais e
normais da bexiga. Concluiram que a LDA permitiu 98,7% de acertos na classificacdo de tecidos
normais em relacdo aos tumorais da bexiga, com sensibilidade de 100% e especificidade de 95%,
concluindo que a classificacdo dos tecidos tem alta precisdo utilizando LDA. Como Jong et al.,
nesta pesquisa também foi obtida uma étima classificacdo através da LDA. O emprego da LDA
neste estudo apresentado foi eficiente em classificar os tecidos normais e tumorais do cerebelo
com acerto de 93,3%, e na meninge e meningioma com acerto de 99,3%, e sensibilidade e
especificidade de 96,4% e 91,0% para cerebelo normal e tumores, e 98,7% e 100% para meninge
e meningioma.

Silveira et al. (2012) utilizaram espectroscopia Raman para discriminar lesdes da pele de
tecidos normais através da analise de componentes principais PCA-DA e também pela analise
discriminante por minimos quadrados parciais PLS-DA baseadas nas distancias de Mahalanobis
e Euclidiana, obtendo um total de acerto na classificacdo de 82,8% a 91,9%, chegando a
concluséo geral do trabalho de que a PCA e a PLS podem discriminar os espectros Raman dos
tecidos da pele. Schleusener et al. (2015) também utilizaram a espectroscopia Raman para
avaliar tecidos da pele e realizaram a classificacdo dos dados espectrais através da andlise
discriminante PLS-DA com precisao de acertos em torno de 85%.

Portanto, é evidente que ndo so Silveira et al. (2012) obtiveram acertos de classificacao
satisfatorios mas Schleusener et al. (2015) e Kelly et al. (2011) mostraram a mesma precisao da
discriminagdo em outros tecidos humanos mediante a PLS-DA, corroborando o achado de que
esse modelo discriminante de dados é eficiente em andlise de tecidos tumorais versus benignos e
normais via espectroscopia Raman.

Hedegaard et al. (2010) utilizaram a técnica Raman para distinguir células tumorais de

camundongos que disseminam metastase e se agregam em 6rgéos. A discriminacdo dos espectros
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Raman foi realizada através da PLS-DA, chegando ao resultado de 92% de acerto na
classificacdo das amostras.

Nesta tese foi utilizada a PLS-DA para discriminacdo dos espectros obtidos dos tecidos
normais do cerebelo e da meninge, assim como dos tumores glioblastoma, meduloblastoma,
schwannoma e meningioma. O estudo obteve éxito na classificacdo dos espectros divididos em
grupos normais e tumorais de 97,5% a 99,3% e em todos os espectros juntos de 94,1%. Esse
resultado mostra a capacidade da espectroscopia Raman em distinguir pequenas diferencas entre
os dados discriminados a nivel molecular, e corrobora este estudo no sentido de que mesmo em
tecidos diferentes do cérebro humano como no de animais, os dados Raman contém informagdes
importantes para a classificacdo por PLS.

Dreissig et al. (2009) extrairam lipidios da parte branca e parte cinza do cérebro de um
suino. Ap0s essa extracdo, espectros Raman foram obtidos dos compostos bioquimicos e um
modelo de quantificacdo foi criado para os principais lipidios, baseado na PLS. Os extratos
lipidicos que foram previstos pela regressdo PLS dos espectros de Raman foram comparados
com a quantificacdo lipidica por cromatografia. A discriminacdo com PLS foi eficiente e
corroborou o éxito no emprego dessa analise de classificacdo no estudo dos espectros utilizados.
Neste trabalho, a classificacdo por PLS mostrou eficiéncia em classificar todos os espectros dos
grupos com 85.5% de acerto; a discrepancia que ocorreu na classificacdo dos espectros
considerando os grupos individualmente foi nos espectros do schwannoma que nenhum se
agrupou no seu grupo; 6 espectros se agruparam no grupo meningioma e 2 espectros no grupo
glioblastoma. Esse erro pode ter ocorrido devido as amostras serem do mesmo fragmento,
porque nas outras classificacdes (cerebelo normal e tumor) e (normal e tumor) os espectros do

schwannoma obtiveram excelente classificacao.

5.4. Possibilidades da técnica Raman no futuro diagnostico

A espectroscopia Raman tem vantagem sobre as técnicas de diagndstico de tumores pelo
motivo de ndo requerer nenhum método preparatério da amostra que sera utilizada para gerar a
informagdo espectral, seja in vivo ou in vitro. As desvantagens seriam alta fluorescéncia que

existe em acordo com o tipo de amostra estudada, baixa sensibilidade para sinais Raman fracos,
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que levam a tempo longo nas aquisices e andlise de dados. Por sua vez, a técnica de
imunohistoquimica requer procedimentos demorados para integrar a amostra ao metodo de
analise. A biopsia optica promovida pela técnica Raman tem potencial para ser utilizada como
complemento as técnicas investigativas atuais, aprimorando os resultados na detec¢do de
margens cirdrgicas para retirada de tumores cerebrais.

Alguns desenvolvimentos precisam ser realizados acerca da técnica de espectroscopia
Raman, como o melhoramento da produgdo do sinal sem interferéncias ambientais,
desenvolvimento de sondas para biopsias in vivo e ferramentas para acessos mais profundos nos
diagnosticos in vivo. O tempo de aquisi¢do dos espectros deve ser reduzido para que seja mais
rapida a identificacdo da constituicdo bioquimica de margens tumorais para auxiliar a remocao
de tumores cerebrais no momento cirurgico.

O uso da técnica Raman esta sendo empregada em estudos na area in vivo. Jermyn et al.
(2016) citam que as células invasivas do cancer cerebral ndo podem ser visualizadas durante a
cirurgia, e ndo sendo removidas, gerando ocorréncia de recidivas. A espectroscopia Raman pode
detectar essas células cancerosas invasivas em pacientes com glioma de graus 2 e 4. Eles citam
que o sinal Raman pode sofrer interferéncias devido as luzes da sala de cirurgia e que o uso de
redes neurais artificiais melhora esse sinal.

Desroches et al. (2018) relataram que as técnicas atuais de diagnostico do cancer se
utilizam de bidpsia de agulha direcionada, sendo que muitas vezes ocorrem erros de
direcionamento fazendo com que sejam realizadas bidpsias repetidas, o que eleva o risco ao
paciente. O uso da espectroscopia Raman superficial, precedendo a bidpsia tradicional do
cérebro, pode analisar o tecido antes da remocao, prevenindo erros de localizacéo.

Hollon et al. (2016) informaram que a identificacdo do tumor é um desafio e que a
técnica Raman através da microscopia de espalhamento Raman coerente (CRS) permite imagens
histologicas para detectar as margens tumorais em tempo real sem a necessidade de
processamento, corte ou coloragéo de tecidos.

Uckermann et al. (2014) utilizaram o microscépio com espalhamento Raman anti-Stokes
para fornecer imagens e propriedades de tecidos do cérebro de ratos com tumores induzidos
como o glioblastoma, cancer de mama e metastases cerebrais de melanoma. Chegaram a

concluséo de que o contraste das imagens possibilitou a identificacdo de tumores cerebrais e a
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espectroscopia Raman permitiu identificar o conteddo lipidico total dos tumores. A técnica se
demonstrou mais eficaz na deteccdo de tumores glioblastoma, do que nas metastases.

Eberhardt et al. (2017) relatam as vantagens da técnica Raman para diagnostico
molecular. Os autores registram que a técnica € ndo destrutiva e ndo invasiva, exige preparacao
minima da amostra, ndo necessita de nenhum tipo de corante ou produtos téxicos (label free),
possui alta especificidade, possibilidade de aplicacdo da fibra optica in vivo em 6rgdos ocos e é
essencial na analise quimica na classificacdo de amostras bioldgicas. Concluem que, com o
desenvolvimento de fibras dpticas, a espectroscopia Raman pode ser utilizada em conjunto com a
endoscopia.

Zengh et al. (2014) informaram que 0s espectrémetros portateis tém qualidade espectral
inferior aos de bancada, devido a menor sensibilidade, faixa de varredura e poténcia do laser. A
pesquisa realizada nesta tese foi feita com um espectrémetro de bancada, com alta sensibilidade,
alta resolucdo e poténcia do laser ajustavel. Seria necessario que 0s espectrdmetros portateis
tivessem a mesma qualidade dos espectrometros de bancada.

Li et al. (2017) utilizaram um espectrometro Raman em miniatura (785 nm de excita¢ao)
para detecgdo do cancer de mama in vitro, mas devido a baixa relacdo sinal/ruido espectral foi
dificil obter uma discriminacédo espectral usando o espectrdmetro para o diagndstico precoce do
cancer de mama.

Atualmente, softwares sdo utilizados via Raman para aquisicdo e analise de dados. O
sistema Renishaw® Raman identifica e diferencia, por exemplo, células do cancer de células
normais, células tronco de outro tipo de células, contetdo lipidico das células do cancer para
melhor entender sua diferenciacdo, alteracdes de DNA em células do cancer em comparagdo com
as células normais. Ainda adquire informacbes quimicas por meio de procedimentos nédo
invasivos por fibra Optica, obtém o espectro completo com informacdes quimicas de proteinas,
acidos nucleicos e lipidios.

A Horiba Scientific desenvolveu um equipamento de espectroscopia Raman
miniaturizado que disponibiliza sonda Raman compacta com CCD refrigerado, obtendo
resultado com uma faixa espectral de 200 a 1800 cm™*, com comprimento de onda em 532, 660 e
785 nm com poténcia entre 50 e 300 mW. A Horiba dispde de um software chamado LabSpec 6,

que traz algumas funcionalidades importantes na aquisicdo e analise de dados Raman, possui
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analise multivariada de dados complexos como PCA, PLS, método classico de minimos
quadrados (CLS) e resolucédo de curvas multivariadas (MCR).

Todos esses avangos demonstram que a técnica vem se aperfeicoando no passar dos anos
e em breve estara pronta para ser usada como um método de diagndstico molecular sem
necessidade de nenhum preparo da amostra e com resultado em tempo real. A técnica Raman
tem atingido grandes avangos ao longo dos mais de 15 anos de estudo e tem mostrado sua
eficiéncia para possivel uso no dia a dia na parte clinica permitindo um diagnostico confiavel.

Um desafio futuro para a técnica Raman é aperfeicoar a sua utilizagdo em conjunto com a
biopsia estereotaxica, no diagnostico de lesdes expansivas, fornecendo uma biopsia correta do

tecido cerebral acometido com o tumor, evitando o erro na biopsia.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que a técnica de espectroscopia Raman se mostrou eficiente na
obtencdo da concentracdo dos constituintes bioquimicos do tecido cerebral através do modelo
baseado em ajuste de minimos quadrados (LSqF) e na discriminacdo por LDA utilizando os
dados das concentragdes e na discriminacdo por PLS utilizando os espectros totais dos tecidos
cerebrais normais e tumorais.

Com relagdo a concentracdo dos elementos bioquimicos estimada pelo modelo, os tecidos
do cerebelo normal e glioblastoma tiveram maiores concentracdes de fosfatidilcolina, enquanto
os tecidos do schwannoma tiveram maiores concentracfes de fenilalanina comparativamente ao
tecido do glioblastoma, com o valor de p < 0.0001 para o elemento fosfatidilcolina e p < 0.0001
para o elemento fenilalanina. A meninge teve maior concentracdo do elemento bioquimico acido
linolénico em comparagdo ao meningioma, com valor de p < 0.0001 para o elemento acido
linolénico.

Os resultados de discriminacéo pela LDA utilizando as concentragfes dos constituintes
bioquimicos obteve precisdo de 93,3% entre o tecido normal e tumoral do cerebelo e precisdo de
99,3% entre a meninge e o meningioma. A classificacdo espectral via LDA entre os grupos do
cerebelo, meduloblastoma, glioblastoma e schwannoma utilizando as concentragdes bioquimicas
mostrou sensibilidade de 96,4% e especificidade de 91,0%. No grupo espectral das
concentracdes obtidas da meninge e meningioma, a classificacdo por LDA obteve sensibilidade
de 98,7% e especificidade de 100%. O modelo de discriminacao baseado na PLS utilizando todo
0 espectro obteve precisdo de 94,1% na classificacdo dos dados espectrais do normal (cerebelo e
meninge) e tumores (glioblastoma, schwannoma, meduloblastoma, meningioma). Na
classificacdo dos dados espectrais da meninge em compara¢do ao meningioma, o modelo PLS-
DA obteve precisdo de 99,3%, com sensibilidade de 98,7% e especificidade de 100%. Na
classificacdo dos dados espectrais do cerebelo normal e tumores pela PLS-DA, a preciséao foi de
97,5%, com sensibilidade de 98,2% e especificidade de 96,9%.

O estudo realizado com a espectroscopia Raman na comparagdo de tecidos cerebrais

normais e tumorais obteve resultados importantes que contribuem para incentivar novos
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trabalhos em oncologia buscando avancos da técnica para utilizacdo clinica, principalmente in

vivo.
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