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Resumo

A técnica de Espetroscopia de Raman testemunhou um avango rapido nos ultimos anos, € os
interesses crescentes da investiga¢do e da industria fortaleceram ainda mais a sua aplicagao.
Nos ultimos anos, este rapido desenvolvimento promoveu o uso da Espetroscopia de Raman
numa ampla variedade de novas aplicagoes, incluindo areas de seguranga alimentar, detecao de
qualidade, controle de qualidade farmacéutica, anélises forenses e biomédicas.

A Espetroscopia de Raman ¢ uma técnica otica de alta resolugdo, sendo uma poderosa
técnica espetroscopica vibracional que permite num curto espagco de tempo diferenciar
estruturas moleculares baseadas no espalhamento inelastico da luz monocromatica, como a luz
laser. A Espetroscopia de Raman mede os modos vibracionais de uma amostra.

Um espetro consiste numa distribuicdo de comprimento de onda de picos correspondentes
as vibragdes moleculares especificas da amostra que esta a ser analisada. Trata-se de uma
técnica de analise que se realiza diretamente sobre o material a ser estudado, sendo uma analise
ndo-invasiva e nao-destrutiva, com vantagens como utilizagdo de pequenas quantidades
amostrais, ndo necessita de preparagdo prévia da amostra a analisar, ndo origina altera¢ao da
superficie nem a sua destrui¢do, e ¢ célere na realizacao da analise.

O estudo pratico consiste na analise de amostras de duas naturezas distintas, farmacéutica e
organica animal. As farmacéuticas tém como objetivo o estudo da sensibilidade do
equipamento, através da andlise de aspirinas e paracetamol no estado sélido e liquido.

Por outro lado, as amostras organicas surgem numa vertente mais complexa, sendo o foco
um estudo as cegas (blind tests) de tecido mamario de fémeas, Felis catus domesticus, onde se
pretende verificar através dos resultados se ha alteragdes no padrao morfologico que sejam

potenciais indicadores de patologia.

Palavras-chave: Espetroscopia de Raman, Espetro, Area Oncologica, Area Farmacéutica,

Analise, Amostras.
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Abstract

The Raman spectroscopy technique has witnessed a rapid advancement in recent years, and
the growing interests of research and industry have further strengthened its application. In
recent years, this rapid development has promoted the use of Raman spectroscopy in a wide
variety of new applications, including food safety areas, quality detection, pharmaceutical
quality control, forensic and biomedical analysis.

Raman spectroscopy is a high-resolution photonics technique, being a powerful vibrational
spectroscopic technique that allows in a short time to differentiate molecular structures based
on the inelastic scattering of monochrome light, such as Laser light. Raman spectroscopy
measures the vibrational modes of a sample.

A spectrum consists of a wavelength distribution of peaks corresponding to the specific
molecular vibrations of the sample being analyzed. It is an analysis technique that is performed
directly on the material to be studied, being a non-invasive and non-destructive analysis, with
advantages such as the need for small sample quantities, practically no preparation of the
specimen, no sample destruction, which does not lead to any alteration of the surface and little
time to perform the analysis.

The practical study consists of the analysis of samples of two distinct natures,
pharmaceutical and organic animal. The pharmaceutical companies aim to study the sensitivity
of the equipment through the analysis of aspirins, paracetamol in the solid and liquid state.

On the other hand, organic samples emerge in a more complex strand, with the focus being
a blind tests of breast tissue of females, Felis catus domesticus, where it is intended to verify
through the results if there are alterations in the morphological pattern that are potential

indicators of pathology.

Keywords: Raman Spectroscopy, Spectrum, Oncological Area, Pharmaceutical Area,

Analysis, Samples.
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Dantas. D. F. A.

Introducao

Estima-se, de acordo com a Globocan 2018, que em 2018, existem 18,1 milhdes de novos
casos de cancro e 9,6 milhdes de mortes por esta doenga globalmente. Apesar dos avangos
tecnologicos no ambito da detecdo precoce e do tratamento, esta doenga continua a ser uma das
principais causas de morbilidade e mortalidade a nivel mundial, independentemente do nivel
de desenvolvimento humano (Bray ef al., 2018). Nas proximas décadas, espera-se um aumento
destes valores, nomeadamente em paises em desenvolvimento, onde o acesso a precos
acessiveis assim como a tecnologia médica ¢ por vezes deficitario, tornando-se uma
problematica.

Atualmente, os métodos de diagndstico do cancro envolvem tipicamente o uso da
Histopatologia de Biopsia ou tecido ressecado (ou a citologia do sangue no caso de
malignidades hematologicas) e também modalidades de imagem radioldgica, tais como,
Imagem por Ressonancia Magnética (MRI), Ultrassom (US), Tomografia Computadorizada
(CT), imagem por Raios-Gama e por ultimo Tomografia por Emissdo de Positroes (PET)
(Jermyn et al., 2016).

Estes métodos apresentam um caracter dispendioso € moroso, ndo sendo ideais para o uso
intra-operativo. Além disso, muitas vezes ndo conseguem caracterizar completamente a
extensdo do cancro ou mesmo detetar tumores de menor dimensdo. Continua a existir uma
necessidade urgente de melhorar ou complementar as tecnologias inerentes a detegdo,
caracterizacdo e localiza¢do do cancro (Jermyn ef al., 2016).

Na area oncoldgica, a Espetroscopia de Raman tem sido bastante explorada pois apresenta
um caracter altamente sensivel as alteracdes das assinaturas moleculares nos diversos tipos de
cancro, contando com inimeros estudos no ambito dos diagndsticos médicos, nomeadamente
sobre o diagnostico do cancro gastrico (Santos et al., 2017; Kong, Kendall, Stone & Notingher,
2015). E utilizada quer ex vivo quer in vivo para o diagnostico precoce, orientagio da bidpsia e
orientacdo de cirurgia (Santos ef al., 2017).

Além disso, as tecnologias de imagem Otica estdo a ser bastante investigadas para melhorar
o diagnostico e o tratamento do cancro, pois desta forma podem fornecer uma avaliagdo rapida,
e em tempo real dos tecidos, com um elevado grau de visualiza¢do (Li, Wang, Liu & Zhang,
2015). A Espetroscopia de Raman ¢ uma técnica 6tica cada vez mais considerada como um

método valioso para o diagndstico do tecido mamario (Zheng et al., 2014).
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Nos ultimos anos, a Espetroscopia de Raman tem sido aplicada numa ampla variedade de
novas aplicagdes, incluindo areas de seguranca alimentar e dete¢ao de qualidade, controle de
qualidade farmacéutica, analises forenses e biomédicas (Chao et al., 2017).

A Espetroscopia de Raman ¢ uma ferramenta de Process Analytical Technology (PAT)
estabelecida. Desde a década de 1980, esta tem sido utilizada para estudar Active
Pharmaceutical Ingredients (API). Como uma ferramenta para analise de API foi descrita numa
vasta gama de aplicagdes, incluindo a identificacdo do polimorfo, andlise quantitativa,
monitoragdo in situ da cristalizacdo, teste da libertagdo em tempo real, operagdes de unidade
farmacéutica, e transformagdes induzidas pelo processo. Além de identificar formas
polimorficas isoladas, as misturas de formas podem ser analisadas e quantificadas (Esmonde-
White, Cuellar, Uerpmann, Lenain & Lewis, 2017). Esta técnica espetroscdpica provou ser uma
ferramenta valiosa e precisa, sendo considerada uma poderosa técnica analitica que permite
diagnosticar doengas e estudar o tecido bioldgico. Desta forma, permite medir a composi¢ao
quimica de amostras biologicas complexas, tais como, amostras de biofluidos, células e tecidos.

O potencial desta Espetroscopia surge da sua capacidade de detetar alteragdes bioquimicas
a um nivel molecular e, portanto, pode ser utilizada para diagnodsticos, progndsticos ou como
ferramenta para a avaliagdo de novas terapias (Kong et al., 2015). Uma das maiores vantagens
prende-se com a elevada capacidade para identificar marcadores associados a alteragcdo maligna
(Kallaway et al., 2013). Além disso, esta Espetroscopia apresenta diversas caracteristicas,
sendo de destaque a elevada especificidade quimica e a importante informagao molecular que
pode ser obtida.

No entanto, a Espetroscopia de Raman pode associar-se a outras tecnologias avancadas de
microscopia 6tica, tais como fibras Oticas, lasers miniaturizados e outros dispositivos fotonicos,
de modo a melhorar o desempenho e a velocidade do diagndstico (Kong ef al., 2015).

A Espetroscopia de Raman através da assinatura de nivel molecular da composi¢do
bioquimica e estrutura das células que possui, com uma resolucdo espacial ao nivel
submicrométrico, pode ser bastante util para monitorar as alteragdes na composicao inerente ao
estagio inicial de diagnéstico ndo-invasivo do cancro, quer ex vivo quer in vivo (Carvalho et al.,
2017).

Um espetro de Raman representa uma “regiao de impressao digital” molecular da amostra e
fornece a informagdo quantitativa inerente a sua composi¢do quimica. Assim, alteracdes
bioquimicas em células e tecidos, que podem ser causados ou sdo a causa de uma doenga,
podem levar a mudangas significativas nos espetros de Raman (Kong ef al., 2015). A "regido

1

de impressao digital" Raman, compreendida entre 400 ¢ 1800 cm™ ', ¢ a regido que se
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correlaciona com as vibragdes moleculares de importancia bioquimica, demonstrando ser
bastante promissora para finalidades 6ticas (Carvalho ef al., 2017).

A coleta de espetros pode ser realizada in vitro, ex vivo ou in vivo, sem perturbar o ambiente
celular. Esta ¢ uma grande vantagem da Espetroscopia de Raman, como a maioria dos ensaios
bioldgicos utilizam biomarcadores quimicos e muitas vezes requerem condigdes ndo-nativas
para o ambiente biologico. Os dados publicados mostram claramente que a Espetroscopia de
Raman ¢ capaz de discriminar entre tecidos malignos e pré-malignos de tecidos normais,
apresentando uma alta sensibilidade e especificidade (Jermyn et al., 2016).

A técnica espetroscopica de Raman pode ser adaptada num endoscopio por meio de fibras
Oticas, de natureza distinta. Essas fibras podem ser convencionais de silica; do tipo
microestruturadas; de cristal fotonico do nucleo oco (HC-PCF) e do tipo plastico (Polymer

Optical fiber - POF) com estruturas microestruturadas de ntcleo oco.
1.1. Motivacao

Na base da elaborac¢ao deste estudo encontra-se, antes de mais, um forte interesse em realizar
um trabalho de indole essencialmente pratica na area da investigacdo. Nesse contexto surgiu
uma proposta no ambito da Espetroscopia de Raman onde surge, assim, a analise de amostras
por Espetroscopia de Raman numa ampla vertente de aplicagdes biomédicas. Além disso, ha
que referir o facto de haver a possibilidade de trabalhar com um equipamento novo, inovador
em Portugal, onde hd uma forte necessidade de perceber o seu conteido evolutivo, o seu
funcionamento, a sua sensibilidade bem como a sua potencialidade. E bastante importante
perceber todo o procedimento, desde a calibracao até a analise propriamente dita.

Apesar de o tema da dissertacdo ja ter sido alvo de alguns trabalhos de pesquisa por membros
do Instituto de Fisica dos Materiais da Universidade do Porto, Instituto de Nanotecnologias
(IFIMUP/IN), este surge numa vertente diferente. Aliado ao novo equipamento existe o estudo
de amostras farmacéuticas e organicas animais.

Na area farmacéutica, mais concretamente a analise de amostras liquidas nem sempre foi de
facil realizagdo, € necessario perceber o ponto concreto de focagem das mesmas.

A analise de amostras organicas nao ¢ um campo simples, mas sim bastante complexo, pois
os tecidos apresentam comportamentos caracteristicos que dificultam a medigao,
nomeadamente a desidratacdo, uma vez que os mesmos se encontravam em formol. Aliado a
tudo isto, salienta-se que sdo necessarias varias amostragens quer de um mesmo local quer de

varios locais da amostra.
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Esta técnica requer muito rigor, ¢ necessario um conjunto de etapas até a obtencao do espetro
e nem sempre se obtém um espetro vidvel. Além disso, ndo se pode apenas obter um espetro e
tirar dele todas as ilagdes, para que os resultados sejam vidveis, sd0 necessarios inumeros
espetros de forma a observar se existe um padrdo, onde se verifica homogeneidade ou
heterogeneidade. A acrescer a este facto estd todo o conjunto de tratamento de dados que ¢
necessario realizar para que seja possivel retirar todas as conclusdes interpretativas.

E de salientar que esta técnica ainda se encontra numa fase de crescimento, expansdo e de
investigacao.

Este projeto de investigacdo resulta assim, de duas partes, uma dedicada a parte
farmacéutica, onde sdo analisadas amostras so6lidas e liquidas e outra que contempla a parte
oncoldgica, onde sdo analisadas amostras de tecido mamadrio de gatos domésticos, mais
concretamente, fémeas, (Felis catus domesticus).

Ao observar, de forma geral, a literatura existente sobre ambas as areas de estudo, verifica-
se que a area oncoldgica, especificamente, a area direcionada a parte mamaria, revela diversas
opinides pois a posterior analise nem sempre € concordante uma vez que, esta relacionada com
os componentes celulares. Dos estudos que se encontram efetuados na 4rea da oncologia, os
que se relacionam sobretudo com o cancro da mama, apresentam-se um pouco negligenciados.
Verifica-se que sobretudo esta area carece de esclarecimentos, pois sdo verificaveis diversas
lacunas aquando da leitura de alguns textos da especialidade.

Assim, a analise de amostras de tecido mamario através desta técnica ¢ fortemente
importante, permitindo avangos e sobretudo colmatar lacunas nesta area.

Para além do exposto acresce-se o facto de a autora deste trabalho ter realizado uma pequena
experiéncia na area da investigacao biomédica no ambito da dissertagdo de mestrado que integra
o segundo semestre pertencente ao segundo ano de Mestrado em Engenharia Biomédica. Apos
a realizacdo deste pequeno estudo de investigacdo, houve um progresso no que diz respeito a
técnica, foi um processo de aprendizagem nao s interpretativa, mas de contacto com um
equipamento real e com tudo o que ele engloba, ainda assim muitas questdes permaneceram

sem resposta.
1.2. Objetivos

O presente projeto de investigacao tem como principal objetivo o contacto com um novo
equipamento Raman, sendo o foco a andlise de amostras organicas e farmacéuticas, incluindo

este ultimo grupo, amostras solidas e liquidas.
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Com este estudo de investigacdo pretende-se sobretudo que este seja um processo de
aprendizagem a varios niveis, tais como, compreender melhor o proprio equipamento, sendo
ele uma nova aquisi¢ao e por isso, devem ser analisadas as suas melhorias evolutivas, perceber
o seu funcionamento na integra, todo o procedimento que deve ser realizado até a analise da
amostra que se pretende estudar e por ultimo, perceber que informagdes sdo retiradas dos

espetros obtidos, sendo estes os objetivos especificos.
1.3. Organizacao da dissertaciao

O presente documento esta estruturado em 6 capitulos sendo que estes descrevem toda a
evolucdo deste projeto, desde os fundamentos tedricos até a parte pratica correspondente a
analise de amostras e respetivos resultados.

O capitulo 1 apresenta uma breve introducdo ao projeto de investigacao, onde sdo explicados
0s objetivos e metodologias do trabalho desenvolvido.

No capitulo 2 encontra-se representado o estado da arte, capitulo onde se aborda a literatura
do tema e onde sdo apresentados os conceitos chave para a compreensao deste estudo.

O capitulo 3 correspondente aos materiais € métodos, contempla toda a parte experimental
do projeto em questdo, desde o equipamento utilizado, passando pelo procedimento da técnica
até a caracterizagdo das amostras que foram analisadas.

No capitulo 4 sdo abordados os resultados obtidos através da posterior analise dos espetros
obtidos.

Por fim, no capitulo 5 sdo tecidas as conclusdes finais do trabalho de investigacdo,
elaboradas através da resposta aos objetivos propostos, assim como todas as perspetivas de
trabalhos de melhoria futuros que devem ser realizados neste ambito.

Salienta-se ainda que no final deste projeto ¢ apresentado, nos apéndices (capitulo 6) um
estudo preliminar da Espetroscopia de Raman no cancro do estomago, estudo que sera

futuramente aprofundado, e ainda € descrita toda a bibliografia consultada.

1.4. Contribuicoes da tese de mestrado

O presente projeto de pesquisa provém de uma parceria com o Instituto de Engenharia de
Sistemas e Computadores, Tecnologia e Ciéncia (INESC TEC), assim como com o IFIMUP/IN,
ambos situados na Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto (FCUP) sendo esta

institui¢@o a responsavel pela proposta e pela realizacdo deste trabalho.
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Estre projeto contribuiu para as Jornadas em Engenharia Fisica, Fisica e Astronomia
(JEFFA), tendo esta como missdo a transmissao aos alunos do atual panorama das vérias areas
e assim, dos principais desafios.

Com este desafio, procura-se uma abordagem de aprendizagem e contacto com 0 novo
equipamento Raman. Além disso, procura-se colmatar lacunas na analise das amostras

nomeadamente organicas, sendo este um campo complexo que deve ser futuramente explorado.
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2. Fundamentos teoricos

2.1. Conceito de Raman

O fendémeno do espalhamento inelastico da luz foi previsto em 1923 por Smekal e observado
experimentalmente, pela primeira vez pelo indiano Chandrasekhara Venkata Raman (Raman e
Krishnan), em 1928, premiado com um Nobel da Fisica e, por esse motivo denominado Efeito
Raman (Li & Church, 2014; Zavaleta et al., 2013). Juntamente com Kori, publicou o seu
primeiro artigo sobre esta técnica (Bumbrah & Sharma, 2016). No entanto, a medi¢ao deste
efeito ndo foi amplamente implementada até ao final dos anos 1960 devido a falta de
tecnologias apropriadas, tais como, lasers, espectrografos e detetores, nao sendo relatado para
aplicagdes biomédicas até a data de 1970 (Kumamoto, Harada, Takamatsu & Tanaka, 2018).

Com o aparecimento de melhorias subsequentes nas fontes de luz e de detecdo de sinais
tornou-se possivel a aplicacdo de técnicas de Espetroscopia de Raman numa ampla gama de
aplicagdes biologicas (Jermyn et al., 2016). No final da década de 60, o efeito Raman foi
aplicado a uma variedade de constituintes biologicos e, consequentemente, foram acumuladas
bases espetrais para os nucleotidos, péptidos, lipidos e outros componentes, incluindo apatites,
fibrilas e pigmentos.

A partir da década de 1970, a Espetroscopia de Raman permitiu revelar composicoes
moleculares em células vivas e tecidos biologicos, como ossos, dentes, nervos, musculos,
artérias, olhos, sangue e urina (Kumamoto et al., 2018). Embora a descoberta tenha ocorrido
em 1928, o nimero de publicagdes permaneceu baixo até a década de 1960. Os dados cientificos
indicam que houve um aumento no niimero de publicagdes na década seguinte a invencao dos
lasers, seguido de um crescimento constante no nimero de publicagdes (Kuhar, Sil, Verma &
Umapathy, 2018).

Foi aplicado constantemente como meio de investigacdo em vibragcdes € em rotagdes
moleculares. Em paralelo, surgiu a inven¢do do laser que veio permitir o avango da
instrumentagdo do espectrometro de Raman. Com a aplicacdo do laser de rubi pulsado recém
desenvolvido na altura, com um comprimento de onda de 694,3 nm, dois grupos registaram
com sucesso os espetros de Raman do tetracloreto de carbono e do benzeno, em 1962 (Li &
Church, 2014).

A Espetroscopia de Raman ¢ uma técnica vibracional otica que utiliza um laser com base no
principio fundamental da dispersdo de luz inelastica fornecendo informagdes detalhadas sobre
as vibracoes de ligacdes moleculares (Wang et al., 2015). Descreve o fendomeno de

espalhamento inelastico da luz na qual os fotdes incididos sobre a amostra transferem energia
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para os diferentes modos vibracionais moleculares, revelando informagdes a nivel quimico com
bastante detalhe.

E um processo no qual uma molécula, simultaneamente, absorve um fotfo incidente e emite
um fotdo de Raman acompanhado de uma transi¢ao de um nivel de energia para outro, levando
a uma mudanca do niimero de onda (cm™) do fotdo emitido (Vargas-Obieta et al., 2016). As
vibragdes provocadas pela diferente quantidade de energia ddo-nos informacdo acerca das
estruturas quimicas e formas fisicas da amostra em estudo, e servem para identificar substancias
a partir dos padrdes espetrais caracteristicos da “regiao de impressao digital” e determinar
quantitativa ou semi-quantitativamente a quantidade de uma substdncia numa amostra. As
amostras podem ser examinadas em diferentes estados fisicos: sob a forma de so6lidos, liquidos
ou vapores, em estado quente ou frio, a granel, material ndo cristalino, como particulas
microscopicas ou como camadas superficiais (Wiley & Sons, 2008).

A maioria dos fotdes sdo espalhados de forma elastica quando interagem com a matéria,
onde se verifica que os fotdes dispersos mantém a mesma energia bem como o comprimento
de onda que os fotdes incidentes (Jermyn et al., 2016). No entanto, uma pequena fracao de luz
¢ dispersa inelasticamente, o que significa que os fotdes inelasticos dispersos linearmente de
uma forma geral perdem energia, resultando num comprimento de onda mais longo (Zavaleta
etal., 2013).

O efeito Raman verifica-se quando um feixe de luz monocromatica incide na amostra,
interagindo com as moléculas da mesma, e parte da radiagdo ¢ dispersa inelasticamente. Uma
grande parte da radiacdo dispersa apresenta a mesma frequéncia da radiacdo incidente
(dispersao eléstica ou de Rayleigh), sendo uma pequena parte dispersa a frequéncias diferentes
da do feixe incidente, constituindo a dispersdo de Raman.

Os espetros Raman surgem devido a colisdo inelastica entre a radiagdo monocromatica
incidente e as moléculas da amostra. Em termos cldssicos, este fendémeno pode ser descrito
como resultado de colisdes inelasticas entre fotdes e moléculas, que podem levar a trocas de

energias em ambos os sentidos: fotdo-molécula e molécula-fotao (Kim, 2015).
2.2. Breve revisao da Espetroscopia de Raman

A Espetroscopia de Raman ¢ uma técnica espetroscopica de dispersdo que permite estudar
os niveis de energia vibracionais das moléculas. E uma técnica 6tica com uma capacidade de

ser minimamente ou mesmo ndo invasiva, que permite determinar a informacdo molecular do
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tecido biologico. Na Espetroscopia convencional de Raman, a amostra ¢ irradiada com radia¢ao
ultravioleta (UV), visivel ou proxima de infravermelho (NIR) do espetro eletromagnético (EM).

A radiagdo eletromagnética € caracterizada por um comprimento de onda (comprimento de
uma onda), uma frequéncia, (o numero de vibragdes por unidade de tempo), e um niimero de
onda (o nimero de ondas por unidade de comprimento), através das expressoes representadas

pelas seguintes equagdes

A= % 2.2.1)
AE
v=— (2.2.2)
_v_1
== 2.2.3)

onde A € o comprimento de onda, ¢ a velocidade da luz no vazio, v a velocidade da luz num
meio material, AE a variacdo da energia, h a constante de Planck e o w a frequéncia angular.

Quando a luz laser incide, induz uma mudanca de polarizacao das moléculas, uma pequena
parte dos fotdes incidentes (~1 em 10%) é inelasticamente dispersa com os deslocamentos de
frequéncia correspondentes aos modos vibracionais ativos Raman especificos das moléculas da
amostra (Lin et al., 2016).

O espalhamento de Raman provém de interagdes fotdo-molécula, de onde resultam dois
fotdes. Um fotdo ¢ incidente e tem frequéncia vo, sendo o outro fotdo espalhado com frequéncia
Us. A diferenca de frequéncias presente em ambos os fotdes, estd relacionada com a separagao
do nivel de energia vibracional. De acordo com a teoria cléssica, a atividade de Raman surge
das interacdes do campo elétrico da radiagdo eletromagnética de frequéncia vo com espécies
moleculares que possuem uma polaridade. Essas interacdes induzem momentos de dipolos
temporarios (Li & Church, 2014).

Estes dipolos oscilantes emitem luz de trés frequéncias diferentes quando eles retornam ao
menor nivel de energia. O espalhamento de Raman pode ser maior ou menor que a energia
incidente (espalhamento Anti-Stokes e Stokes, respetivamente) e essa diferenca ¢ igual a
transi¢do vibracional da molécula. As linhas de Stokes resultam de um fenomeno em que a
frequéncia emitida ¢ menor do que a frequéncia dispersa (Kim, 2015). Deslocam bandas de

Raman que envolvem transi¢cdes de niveis vibracionais de energia mais altos para niveis
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vibracionais de energia mais baixos, dando origem a bandas de Stokes. Sdo medidas em
Espetroscopia de Raman convencional enquanto que as bandas Anti-Stokes sdo medidas com
amostras fluorescentes uma vez que, a fluorescéncia provoca interferéncia com as bandas de
Stokes (Bumbrah & Sharma, 2016).

Um fotdo com frequéncia vo excita uma molécula Raman ativa que no momento da interagdo
estd no estado vibracional basico. Parte da energia do fotdo ¢ transferida para o modo Raman-
ativo com frequéncia vm € a frequéncia resultante da luz dispersa ¢ reduzida para vo — Um

(Figura 2.1).

Estado de
energia virtual
o
Vg — Uy Uy +Upy,
4
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Espalhamento Raman Raman
Rayleigh Stoke Anti-Stoke

Figura 2.1. Trés tipos de espalhamento Raman: Rayleigh, Stoke e Anti-
Stoke. Adaptado de (Kim, 2015).

Quando uma frequéncia emitida ¢ maior do que a frequéncia dispersa, este espalhamento ¢
chamado como Anti-Stoke. Sdo consideradas menos intensas do que as bandas de Stokes
(Bumbrah & Sharma, 2016). Um fotdo com frequéncia vo excitou uma molécula ativa de
Raman, que, no momento da interagdo, ja se encontra no estado vibracional excitado. A energia
excessiva do modo ativo de Raman excitado é libertada, a molécula retorna ao estado
vibracional fundamental e a frequéncia resultante de luz dispersa sobe para vo + vm (Figura
2.1). Apenas cerca de 0,1% dos fotdes incidentes gera sinal de Raman com frequéncias vo £ Um,
sendo que aproximadamente 99,999% da luz incidente sofre dispersdo de Rayleigh, mas este
sinal ndo ¢ 1til para caracterizagdo a nivel molecular. O espalhamento de Rayleigh ¢ uma
interacdo eléstica entre um fotdo e uma molécula, um fotdo com a frequéncia vo € absorvido

por uma molécula com modo ativo de Raman. Assim, a molécula excitada retorna a0 mesmo
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estado vibracional fundamental e emite a luz com a mesma frequéncia vo como um fotdo da
excitagdo (Kim, 2015).

O espetro de Raman compreende as designadas regides de Stokes e de Anti-Stokes, que se
localizam uma de cada lado da linha Rayleigh (Figura 2.2). As linhas Anti-Stokes sdo menos
intensas que as de Stokes, porque implicam uma populagao inicial de um nivel de energia

vibracional excitado.

Rayleigh

' ' ' '
' '

Raman Stokes
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\J
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nm

Figura 2.2. Espetro Raman: Intensidade versus deslocamento Raman (cm™). Representagdo das regides
caracteristicas do espetro. Adaptado de (Raman Spectrum (Consultado em: 11/05/2019)).

O equipamento tipico para Espetroscopia de Raman (Figura 2.3) integra uma fonte de
excitagcdo, um sistema de iluminacao da amostra e um espectrometro, para transmitir a luz laser
a amostra que se pretende analisar. Normalmente ¢ utilizado um laser NIR. Este ¢ um laser
diodo nao ionizante utilizado como fonte de excitagdo, e compreende 785 nm, comprimento de
onda muito estreito, para conseguir coletar a luz dispersa da amostra de interesse.

Numa primeira fase, extrai-se o tecido que se pretende analisar, ou coloca-se a amostra que
se pretende analisar, sendo sobre a amostra incidido um feixe de luz. Aquando da incidéncia do
feixe de luz sobre a amostra, as moléculas ganham vida e, criam vibra¢des de energia. Estas
variacoes sdo detetadas através de um detetor, que posteriormente leva a informacao que ¢
considerada de interesse a ser codificada e processada como um sinal elétrico. Ao microscopio
estd associado um espectrometro de Raman, também conhecido como espectrografo,
instrumento utilizado para a andlise quimica da amostra. Todas estas informacdes das vibragdes
moleculares vao ser transportadas até um computador, que emitird os espetros caracteristicos
associados a amostra.

Assim, com a junc¢ao do microscopio e com o efeito de Raman consegue-se, em tempo real

e com uma elevada especificidade, detetar alteracdes bioquimicas presentes nos tecidos. O
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espetro obtido fornecera informagao molecular sobre a composicao da estrutura e a bioquimica

da amostra em estudo (Sun et al., 2016; Fenn et al., 2011).

Espectrometro de Raman

Microscopio |
Grelha N — |
Filtro A | .
£8| H WA
\N =]

S Laser diodo

785 nm

Figura 2.3. Instrumentacao tipica de um espectrometro Raman com um laser NIR acoplado a um
microscopio. Adaptado de (Fenn et al., 2011).

J& foram coletados espetros Raman de pacientes, in vivo, submetidos a endoscopia do trato
gastrointestinal (Kim, 2015; Akarsu, M., & Akarsu, C., 2018).

A Espetroscopia de Raman ja foi implementada num endoscdpio por meio de fibras oticas.
Foram feitos varios esfor¢os de modo a combinar ambas as tecnologias. Até ao momento, o
desenvolvimento de uma sonda Raman de fibra otica para uso endoscopico tem sido dificil
devido a interferéncia espetral de fibras de silica na regido de impressdo digital de
400-2000 cm™!' (Nijssen, Koljenovi¢, Schut, Caspers & Puppels, 2009). O sinal de fundo das
fibras de silica, ¢ um constrangimento uma vez que este faz desaparecer o fraco sinal Raman
fornecido pela amostra. As fibras de silica sdo frageis e exibem tipicamente interferéncia
multimodal quando utilizadas no comprimento de onda de operagdo visivel necessaria.

As fibras de excitagdo do tipo microestruturadas tém sido utilizadas como alternativa as
fibras de silica. No entanto, tais fibras apresentam tipicamente altas perdas na regido do visivel
e do infravermelho proximo quando em comparagcdo com as fibras convencionais de silica.
Além disso, grandes didmetros sdo necessarios (200-1000 micrémetros ou mais), a fim de serem
usadas numa regido do comprimento de onda no visivel, podendo limitar significativamente a
sua utilidade em sondas endoscoOpicas. Relativamente as fibras HC-PCF, estas tém vindo a
ganhar grande importancia com a emissao otica de dispositivos (Cregan et al., 1999).

Nos ultimos anos, varias publica¢des destacaram o seu uso em conjunto com varios tipos de
técnicas espetroscopicas, sendo a maior parte do trabalho experimental focado nomeadamente

na Espetroscopia de Raman de modo a superar as limitacdes devido a mé transmissdo ou
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grandes diametros colocados por fibras do tipo capilar oco e de nucleo s6lido. Uma PCF de
nucleo-oco baseada em silica ja foi testada para Espetroscopia de Raman (Konorov, Addison,

Schulze, Turner & Blades, 2006).

2.3. Aplicacoes médicas
2.3.1. Area Farmacéutica

A Espetroscopia de Raman provou ser uma ferramenta util num vasto nimero de campos,
nomeadamente, farmacéutico, estudos biomédicos in vivo, controle de processos, ciéncias
ambientais e ciéncias forenses. As técnicas analiticas de Raman tém sido cada vez mais
implementadas em diferentes estagios de descoberta e desenvolvimento de farmacos. Isso inclui
campos de identificacdo quimica, pesquisa de biologia molecular e diagndsticos, pré-
formulagado, triagem de forma solida, bioanalise, anélise de formulagdo em desenvolvimento de
farmacos em fase tardia, analise de processos, controle de qualidade, qualificacdo de matéria-
prima e identificacdo falsificada (Paudel, Raijada & Rantanen, 2015).

A aplicagdo da Espetroscopia de Raman tornou-se bastante importante em varias areas de
estudo, particularmente na industria farmacéutica, pois oferece grandes vantagens, tais como,
nenhuma preparagao da amostra, permite o estudo de substancias liquidas e sélidas e os espetros
podem ser obtidos sem promover a destruicdo da amostra. Esta ferramenta pode ser 1til na
identificagdo de matérias-primas e na determinagdo quantitativa de substancias ativas em
diferentes formulagdes. O uso da Espetroscopia de Raman fortalece grandemente as tecnologias
analiticas de processo, que ao contrario dos estudos laboratoriais sdo mais rapidas e nao
necessitam de manuseio manual de amostras. A implementacdo desta técnica em atividades
farmacéuticas pode trazer grandes beneficios como a avaliacdo da qualidade do produto,
tornando este um resultado rapido, preciso e diminuindo os custos (Martinez et al., 2012).

Na area farmacéutica, a Espetroscopia de Raman incide sobre o aspeto qualitativo
(Lyndgaard, Berg & Juan, 2013). No entanto, técnicas espetroscopicas, tais como, Raman, NIR,
visivel e absor¢do de UV sdo rapidas, menos trabalhosas e tém sido utilizadas para anélise
qualitativa e quantitativa de paracetamol e dos seus poliformes. A “impressao digital”
molecular de compostos quimicos pode facilmente ser feita com a ajuda da Espetroscopia de
Raman e tem sido amplamente utilizada na industria farmacéutica.

Um dos “melhores” farmacos ¢ o 4cido acetilsalicilico sendo amplamente utilizado como
analgésico e antipirético. Este composto ¢ considerado instdvel e apresenta uma aparéncia

cristalina e hidrolisavel em dgua (Martinez ef al., 2012).
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Na Figura 2.4, encontra-se representado o espetro Raman tipico da aspirina juntamente com

as bandas principais caracteristicas.
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Figura 2.4. Espetro Raman caracteristico da aspirina. Adaptado de (Acosta et al., 2016).

Os espetros Raman da aspirina apresentam varias bandas na faixa espetral abaixo de 1500
cm’!. As bandas mais caracteristicas e mais fortes encontram-se na regido espetral de 1045 e
1296 cm™, sendo a tltima atribuida a vibracdo OH.

Apresenta também outras bandas caracteristicas na gama espetral de 1606 a 1622 cm™!, que
pode ser atribuida a simetria do anel aromaético, a vibragdo do alongamento CC e a vibracdo do
alongamento CO do grupo carboxilo, respetivamente. Junto da zona espetral correspondente a
3000 cm™!, observam-se diversas vibragdes CH em carbonos diferentes (Martinez et al., 2012).

Além disso, sdo caracterizados e comparados os ingredientes entre comprimidos de
paracetamol intactos, em fatias e na forma de p6 utilizando a técnica da Espetroscopia de
Raman. Ainda neste ambito, os medicamentos falsificados estdo a tornar-se uma questio
alarmante sendo que, o paracetamol se encontra disponivel em locais do mercado a granel, sem
qualquer tipo de embalagem. Neste contexto, existe uma forte necessidade de comparar a
impressao digital do espetro de Raman dos comprimidos de paracetamol falsificados com os da

marca de laboratorio.
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O paracetamol, quimicamente N-(4-hidroxifenil) acetamida, ¢ um analgésico ndo opioide de
acdo central e periférica, sendo também um antipirético, amplamente utilizado (Lakhwani,
Sherikar & Mehta, 2013).

Na Figura 2.5, encontra-se representado o espetro Raman tipico do paracetamol juntamente

com as bandas principais caracteristicas.
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Figura 2.5. Espetro Raman caracteristico do paracetamol. Adaptado de
(Kourkoumelis, Polymeros & Tzaphlidou, 2012).

Relativamente as bandas espetrais caracteristicas, incluem o Amido, representado numa
faixa relevante em torno de 480 cm ™! que pode ser atribuida a vibragio do anel.

As principais bandas do paracetamol estdo de acordo com a literatura, tais como, 1649 cm!
(C=0), 1612 a 1620 cm™ (N-H), 1562cm™ (H-N-C=0), 1325c¢cm™ (C-H) e 799 cm! (anel fenil).
Verificam-se outros modos Raman na regido espetral de 1166 a 1370 cm™ devido a vibragdes
de deformacdo de C-H e N-H, respetivamente. Apresenta algumas bandas de alta intensidade

'e de 1550 a 1670 cm ! originarias de curvas de C-H fora do

em aproximadamente 840 cm™
plano e de Amida I (C= O) e Amida II, respetivamente.

A maioria das drogas apresentam-se como formulagdes solidas, comprimidos e cépsulas.
Sabe-se que o estado de uma droga pode ter um impacto significativo na biodisponibilidade e
estabilidade da mesma, portanto, a identificacdo e a caracterizagdo das suas propriedades de
formacdo de sal, formagdo de solvato, polimorfismo, e grau de cristalinidade tornam-se
importantes no controle de qualidade. Salienta-se que as substancias farmacéuticas se

encontram sujeitas a alteragdes na composicdo e concentracdo quimicas durante o

processamento ou armazenamento da formulagao.
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Desta forma, a Espetroscopia de Raman tornou-se uma ferramenta extremamente importante
no ambito da identifica¢do e andlise do abuso de drogas quer legais quer ilegais. Em 2015,
Penido et al. descobriram que a Espetroscopia NIR pode ser aplicada para distinguir entre as
diversas formas de cocaina, tais como, pd de cloridrato de cocaina, cocaina crack, pasta
Freebase e p6 Freebase (Penido, Pacheco, Lednev & Jr., 2016).

Na Figura 2.6, encontra-se representado um espetro da analise da cocaina em diferentes

formas.
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Figura 2.6. Espetros Raman de amostras de cocaina em diferentes formas: (A) pasta Freebase
amarela, (B) pasta Freebase branca, (C) “crack rock”, (D) p6 de cloridrato de cocaina, e (E) p6 de
cocaina Freebase. Adaptado de (Penido, Pacheco, Lednev & Jr., 2016).

A cocaina ocorre tipicamente em formas quimicas Freebase e na forma cloridrato
proveniente do Acido Cloridrico (HCI), com a aparéncia fisica de “crack rocks” (Freebase),
pasta (Freebase) ou p6 (Freebase ou HCI). Quando as “freebase rocks” e a pasta geralmente sao
fumadas, os pds da Freebase e do HCI sdo tipicamente inalados. Além disso, a forma do HCI ¢
utilizada igualmente para a inje¢do arterial/venosa porque € soluvel na agua. Portanto, a
identificagdo do tipo de cocaina ¢ bastante importante na determina¢do do potencial de
dependéncia, uma vez que influencia a dose consumida numa overdose. Adicionalmente, a rota
do trafego pode ser indicada pela forma da droga na altura da apreensao. Assim, a Espetroscopia
de Raman foi avaliada como uma possivel ferramenta para a identifica¢do de cocaina em varias
amostras que poderiam estar presentes numa cena de crime, como impressoes digitais e pregos,
bem como materiais que sao comumente utilizados para esconder e transportar a droga, tais

como, fibras téxteis embebidas (Penido, Pacheco, Lednev & Jr., 2016).
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2.3.2. Area Oncologica

De acordo com a Globocan, no ano 2018, estimam-se cerca de 2,1 milhdes de casos de
cancro da mama feminino recém diagnosticados, a nivel mundial, representando quase 1 em 4
casos de cancro entre as mulheres. Este tipo de cancro ¢ o mais frequentemente diagnosticado
na grande maioria dos paises (154 de 185) sendo também considerada a principal causa de
morte por cancro em mais de 100 paises (Bray et al., 2018).

O diagndstico precoce do cancro € crucial para a implementagao de tratamentos oportunos,
eficazes e, em ultima instancia, bem-sucedidos (Li ez al., 2015). Com os avangos tecnologicos
ocorridos nas ultimas décadas, é possivel afirmar que o cancro da mama ndo consiste numa
doenca uniforme, isto €, apresenta biologias, taxas de crescimento e prognodsticos muito
diferentes em cada caso (B. et al., 2016).

Pesquisas realizadas utilizando a Espetroscopia de Raman na analise de tecidos mamarios
normais ¢ tecidos mamarios cancerigenos referem que os espetros teciduais normais sao
atribuiveis a moléculas lipidicas, enquanto que os espetros de tecido cancerigeno sdo atribuiveis
amoléculas proteicas (Li, Hao & Xu, 2017). Aquando da formagao do tumor, ocorre a alteracao
da estrutura e da concentragdo das varias biomoléculas que constituem os tecidos e as células,
tais como, os lipidos, os carboidratos, as proteinas e os acidos nucleicos.

A Figura 2.7 mostra um exemplo de analise espetral onde € possivel observar as principais

diferencgas entre os espetros de tecido mamario normal e os espetros cancerigenos do tecido

mamario (Li, Gao & Zhang, 2014).
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Figura 2.7. Espetro Raman (a) do tecido mamario cancerigeno apds pré-
processamento. (b) do tecido mamario normal apos pré-processamento. Adaptado de
(Lietal., 2017).
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Neste caso de estudo, para o tecido normal, as bandas caracteristicas encontram-se em 872,
1078, 1305, 1447, 1659, 1747 cm’!, enquanto que os picos presentes no tecido cancerigeno tém
os valores de 870, 1093, 1278, 1305, 1447, 1659, 1747 cm ! (Li et al., 2017).

Os picos correspondentes aos comprimentos de onda de 870 e 872 cm™ correspondem as
moléculas de acidos nucleicos, quer nos tecidos normais quer nos tecidos cancerigenos.

O pico em 1663 cm™

representa a Amida I, uma das moléculas proteicas. O pico em
1278 cm! indica a presenca de Amida III (estiramento C-N), e o pico em 1453 cm™! indica a
presenca da deformacao de CHo.

A posicio do pico representado pelas moléculas de proteinas aparece em torno de 1278 cm’!
em tecidos cancerigenos e quase desaparece em tecidos normais. Além disso, o tecido normal
mostra um pico de lipidos tnico proeminente em 1447 cm™ e 1659 cm™, onde as intensidades
de pico em tecidos cancerigenos diminuem, obviamente, em comparagao com 7 de 10 aqueles
em tecidos normais (Li et al., 2017).

Estas alteragcdes nos diferentes tecidos indicam uma mudanga, nomeadamente quantitativa,
dos diferentes componentes celulares, tais como, proteinas, lipidos, e acidos nucleicos, durante
a formac¢ao do tumor, existindo assim uma maior propor¢ao de proteinas em relagdo aos lipidos
(Li et al., 2014). A presenga ou a falta de regides espetrais, esta relacionada com as diferencas
na composi¢do quimica entre as células e o tecido (Lee ef al., 2010).

Na Tabela 2.1 encontra-se descrita a posicdo das bandas e as respetivas assinaturas
moleculares inerente ao tecido mamario cancerigeno.

Tabela 2.1. Posi¢do das bandas e assinaturas moleculares do tecido mamario cancerigeno. (Li ef al., 2014; Li et
al.,2015; Liet al., 2017).

Posicdo da banda (cm™) Assinatura molecular

815 -827 0O-P-O (acidos nucleicos)

1078 Estiramento C-C ou C-O (lipidos)

1243 — 1278 Amida III (estiramento C-N) (proteinas)

1305 - 1308 Amida III, a-hélice, estiramento C-C e¢ C-H
(proteinas)

1447 Modo “scissoring” do metileno CH; (lipidos)

1453 Deformagao de CH; (proteinas)

1653 Lipidos

1663 Amida I (Estiramento C=0) (proteinas)

1747 — 1750 Estiramento C=0 (lipidos)
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3. Materiais e Métodos

Neste estudo foram utilizadas amostras de duas naturezas distintas, farmacéuticas e organicas.

3.1. Caracterizacio das amostras

3.1.1. Amostras farmacéuticas

As amostras farmacéuticas estudadas pertencem ao grupo dos analgésicos. Dentro de cada

tipo farmacéutico, nomeadamente, Ben-u-ron, aspirina e paracetamol liquido, foram analisadas

amostras distintas. Os diversos medicamentos em estudo foram obtidos numa farmacia

localizada na cidade da Maia. As aspirinas analisadas, foram a aspirina Gastrorresistente (GR)

e o acido acetilsalicilico Pharmakern, cada um contendo 100mg de substancia ativa (acido

acetilsalicilico). Foi feita uma comparagao entre ambos € com o acido acetilsalicilico no estado

puro, também medido. A Tabela 3.1 representa a constituicdo de cada aspirina estudada.

Tabela 3.1. Composic¢do da aspirina GR e do acido acetilsalicilico Pharmakern.

Aspirina GR

Acido acetilsalicilico Pharmakern

Celulose em po

Celulose microcristalina (Nucleo)

Amido de milho

Amido de milho (Ntucleo)

Copolimero de acido metacrilico (Eudragit L

30D)

Copolimero de acido metacrilico — etilacrilato

(1:1) (Revestimento)

Laurisulfato de sodio

Laurisulfato de sddio

Polissorbato 80

Polissorbato 80

Talco

Talco

Citrato de trietilo

Citrato de trietilo

Relativamente ao Ben-u-ron, este foi analisado e comparado com o paracetamol Alter,

ambos com 1000mg de substincia ativa (paracetamol). Além disso, foi realizada uma

comparagdo com o paracetamol no estado puro, previamente analisado. Na Tabela 3.2 estdo

contempladas as composi¢des de ambos os tipos de paracetamol.
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Tabela 3.2. Composi¢do do Ben-u-ron e do paracetamol Alter.

Ben-u-ron

Paracetamol Alter

Povidona

Povidona

Amido de milho

Amido de milho pré-gelatinizado sem glutén

Talco

Crospovidona

Acido estearico

Acido estearico

Silica coloidal hidratada

Estearato de magnésio

Carboximetilamido soédico

Celulose microcristalina

Foi caso de estudo o paracetamol no estado liquido, um composto amplamente produzido

pela industria farmacéutica, devido aos seus efeitos analgésicos e antipiréticos suaves (Ellis,

2002).

O paracetamol liquido, contempla 10 amostras, contendo uma mistura de etanol com

paracetamol. Além disso, foi analisada uma amostra de etanol para melhor compreensdo dos

espetros referentes ao paracetamol liquido.

Na Tabela 3.3, encontram-se representadas as amostras de paracetamol analisadas ¢ a

respetiva concentracao.

Tabela 3.3. Caracterizagdo das amostras de paracetamol.

Amostra

Concentracio (g/Kg)

0

52.61

p—

69.21

94.44

119.00

145.56

180.74

201.33

219.25

233.86

O 0| Q| N | K| VLI N

260.41

Disserta¢do de Mestrado

20



Dantas. D. F. A.

3.1.2. Amostras organicas
O objetivo deste estudo foi realizar testes as cegas (blind tests) de tecidos mamarios com
patologias malignas de modo a identificar por analise de Espetroscopia de Raman as bandas
espetrais que indiquem possiveis alteracdes morfoldgicas correspondentes a estas patologias.
As amostras organicas analisadas correspondem a tecidos mamarios provenientes de gatos
domésticos (Felis catus domesticus), nomeadamente fémeas, e foram fornecidas pelo Hospital

Veterinario da Universidade de Evora.

3.2. Instrumentacio - Espectrometro

A andlise das varias amostras em estudo foi realizada no Laboratorio do IFIMUP/IN da
FCUP.

O espectrometro utilizado neste estudo caracteriza-se pelo sistema mais avancado da
Renishaw, considerado tecnologia de ponta o espectrometro confocal Raman InVia™ Qontor®
(Figura 3.1) apresenta uma elevada eficiéncia com distancia focal de 250 mm, um rendimento
superior a 30%, um detetor, dispositivo de carga acoplada (CCD) de 1024x256 pixéis com
elevada sensibilidade na gama espetral entre 200 a 1064 nm arrefecido por efeito Peltier a -70
°C, com resolu¢do espetral melhor que 2 cm™ para os diferentes comprimentos de onda de

excitacao 785, 633 ¢ 532 nm.

Figura 3.1. Espectrometro confocal Raman InVia™ Qontor® com microscopio integrado presente no
laboratorio do IFIMUP/IN.

Inclui filtros de rejei¢do Rayleigh tipo “edge” para os lasers 532, 633 e 785 nm (Figura 3.2)
com gama espetral de 100-4000 cm™ e filtro de rejei¢io Rayleigh Eclipse para o laser verde

que permite medidas Raman Stokes e Anti-Stokes até 10 cm™.
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Figura 3.2. Lasers utilizados de 532, 633 e 785 nm.

Apresenta uma tecnologia de rastreamento de foco LiveTrack™ o que permite a andlise de
amostras com superficies irregulares, curvas ou rugosas. O foco ideal ¢ mantido em tempo real
durante a coleta de dados e a visualizac¢ao de video de luz branca. Isto elimina a necessidade de
focagem manual, pré-digitaliza¢do ou preparaciao de amostras demorada.

A tecnologia de ponta do microscopio Raman confocal inVia Qontor reduz o tempo total de
experimentacao e facilita a analise at¢ mesmo das amostras mais complexas.

O microscopio de grau de pesquisa integrado caracteriza-se por ser um sistema de alta
sensibilidade, indicado para transmissdo automatica de software e rece¢do de comprimento de

onda de excitacao.

3.3. Calibracao com padrio silicio

Antes de iniciar os ensaios de Espetroscopia de Raman propriamente dito ¢ realizada uma
verificacdo da calibra¢do do espectrometro com uma amostra padrao de silicio. A amostra €
colocada na platina do microscépio e a sua superficie € focada com a objetiva de 50x, utiliza-
se o laser de 633 nm com uma poténcia de 50%, sendo feita uma aquisi¢do de 1s. O pico de
deslocamento Raman do silicio deve ser proximo de 521 cm™. Os valores observados sio
registados num formuldrio de controle desenvolvido para o efeito. Quando necessério, ¢
realizada uma calibragdo do espectrometro conforme o manual do equipamento. A Figura 3.3
representa um espetro de silicio obtido durante uma verificagdo espetral realizada numa

medicao, através da calibragao.
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Figura 3.3. Espetro de calibracdo obtido por medi¢do do silicio numa das analises
realizadas.

3.4. Preparaciao da amostra

A necessidade de preparacdo prévia da amostra depende muito da sua natureza fisico-
quimica. Como o método de introducao da amostra no equipamento € através do microscopio
acoplado, ¢ necessario que a amostra tenha um tamanho adequado para a sua colocagdo no
microscopio e assim, que seja visivelmente plana de modo a facilitar o foco na superficie da
mesma.

De um modo geral, as amostras ndo requerem preparagdes prévias elaboradas para a
realizacdo do ensaio espetroscopico.

Relativamente as amostras farmacéuticas, previamente os diferentes comprimidos foram
reduzidos a po através de um almofariz e um pildo. Apenas uma pequena quantidade de p6 foi
colocada na lamina evitando que este se sobrepusesse e consequentemente formasse camadas.

As amostras liquidas, mais concretamente o paracetamol liquido foi colocado numa cuvete
de vidro antes de ser colocado na platina do microscopio. Contudo, os liquidos também podem
ser gotejados sobre uma lamina de vidro.

No caso das amostras organicas, estas apenas eram retiradas do formol onde se encontravam
e em alguns casos, era feito um corte de uma parte do tecido antes de colocar numa lamina de

vidro.
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3.5. Procedimento de analise de amostras

O processo de andlise das amostras tem inicio na aquisicdo e conhecimento ou ndo dos
parametros das mesmas.

Previamente a cada dia de utilizagdo, ¢ verificada a calibracdo do equipamento através da
mediacao de uma amostra padrao de silicio cujo sinal Raman € superior ao sinal Rayleigh.

ApOs esta etapa, procede-se a preparacdo das amostras em estudo quando necessario.
Conforme a natureza das amostras, estas sdo colocadas sob laminas ou cuvetes apropriadas,
sendo posicionadas na platina do microscopio, onde sao adequados os parametros do ensaio
(parte mais critica de todo o procedimento devido a natureza que cada amostra apresenta).

De seguida, foca-se a regido a ser estudada e faz-se incidir a luz do laser na amostra. A luz
¢ retro-espalhada, sendo enviada para o espectrometro. O sistema envia o sinal para o
computador que apresenta o espetro através do seu software, sendo este correspondente ao sinal
de Stokes.

O sistema também permite fazer imagens das diferentes regides do espetro Raman. Este
processo permite visualizar outras linhas que ndo foram detetadas no ensaio inicial. Para isto
ilumina-se a amostra com a fonte de laser e seleciona-se outra zona que se pretenda estudar,
obtendo-se o espetro Raman. Assim, € possivel analisar as diferentes regides a detetar obtendo
diversos espetros. Foram analisadas varias regides de cada amostra permitindo estudar quer a
sua homogeneidade quer a sua heterogeneidade.

Além disso, o sistema permite ainda mapear regides e obter imagens, as quais geram 0s seus
proprios espetros Raman. O tempo de iluminacdo utilizado para mapear cada regido foi
adequado aos diferentes tipos de amostras. A lente utilizada foi de 50x e os feixes de excitagdo
luminosa foram o laser de neodimio dopado granada de itrio e aluminio (Nd:YAG) 532 nm, o
laser de He-Ne, 633 nm, e o laser NIR de 785 nm.

E de salientar que todos os ensaios microscopicos foram realizados & temperatura ambiente

(~20 °C).

3.6. Parametros de aquisicao dos espetros Raman

Os parametros para a aquisicao dos espetros sao manuseados no software, procedendo-se a
varredura do espetro. Os parametros contemplam os seguintes itens:
e Nome do arquivo: Nome do arquivo vinculado a amostra em estudo.
e Poténcia do laser: Poténcia de laser adequada a natureza da amostra, de modo a ndo

destruir ou mesmo degradar a amostra.
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e Gama espetral: Gama espetral utilizada, onde se encontra toda a informagao
relevante, adequada ao tipo de amostra em estudo.

e Rede de difracio: Separagdo cromatica das frequéncias. Conforme o tipo de laser a
utilizar.

e Tempo de exposi¢io: Tempo de varredura necessario para adquirir a informagao
relevante. Corresponde ao tempo onde a luz espectralmente dispersa emergindo do
espectrometro ¢ permitida para golpear os pixéis da disposi¢do do CCD e para
acumular a carga.

e Numero de acumulag¢des: permite a reducdo de forma eficaz do ruido aleatorio
inerente no espetro Raman e esta relacionado com o niimero de espetros acumulados.

Para uma melhor confiabilidade nos resultados obtidos, devem ser analisadas diversas
amostras, sendo realizadas varias analises num mesmo ponto da amostra e também em varias

regides da mesma, sobretudo quando a amostra se revela muito heterogénea.

3.7. Processamento de dados
3.7.1. Interpretacio do espetro

Apbs a aquisi¢ao dos espetros Raman das amostras, os mesmos sdo arquivados no
computador com a extensdo do proprio software e também sdo convertidos na extensdo de
arquivo .txt para posterior envio e utilizagdo. A interpretagdo dos espetros Raman obtidos ¢
feita num primeiro momento pelo perfil do espetro e presenca de bandas Raman caracteristicas
de principais grupos funcionais. Para isso, sdo utilizadas tabelas, livros e artigos como
referéncia para a interpretagdo dos resultados.

Apesar das inlimeras vantagens intrinsecas de especificidade molecular na identifica¢do dos
compostos, esta técnica espetroscopica apresenta as suas limitagcdes devido a medigdes com
imprecisdoes provenientes do ruido inerente aos espetros. Assim, os espetros Raman sdo
constituidos por duas partes, o sinal de Raman e a parte do ruido. Neste contexto, o ruido
corresponde a parte espetral que contém informagdes indesejadas, ou seja, que ndo estdo
relacionadas com a composi¢do quimica da amostra. A qualidade de um espetro Raman, ¢é
determinada maioritariamente pela razao sinal-ruido (SNR), e €, portanto, importante para
aumentar o sinal e reduzir o ruido, tanto quanto possivel. As principais fontes de ruido
encontram-se abaixo descritas (Zefa, Zangaro, Pacheco & Jr., 2014):

Ruidos gerados pelo equipamento: estes ruidos sdo dependentes das especificagdes da

camara CCD utilizada no espectrometro. Entre eles, sdo considerados dois tipos de ruido: a
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corrente escura (CE) e o erro de leitura (EL). O EL surge da variagdo estatistica do nimero
dos eletrdes que sdo gerados termicamente no interior da estrutura de silicio da camara CCD.

Este ruido ¢ determinado pela expressao

(3.7.1.1)

onde @ e corresponde a taxa de eletrdes libertados pela temperatura e ¢ corresponde ao tempo
(s). Como este ruido depende da temperatura, pode ser reduzido por meio de arrefecimento da
CCD. O EL ¢ uma combinagao de componentes de ruido do sistema decorrentes do processo
de conversao dos transportadores de cargas geradas nos pixéis da camara CCD para um sinal
de tensdo e posterior conversdo deste sinal de tensdo analdgico em um sinal digital. Identifica-
se este ruido por o 1.

Ruido quantico (RQ): ¢ o ruido que ocorre devido a natureza quéntica da luz. E definido
como a taxa de eletrdes gerados espontaneamente no detetor. Trata-se de um ruido aleatorio,
distinto para cada acumulacdo de aquisi¢do. E inevitavel na medida dos espetros. E um tipo de
ruido presente em todas as aquisi¢des em que haja sinal, independente da qualidade da cAmara
CCD. Duas medigdes espetrais consecutivas da mesma amostra mostram varia¢des no que diz
respeito ao numero de fotdes coletados em qualquer pixel. O nivel de ruido ¢ igual a raiz
quadrada do nimero de fotdes detetados. Quanto maior a quantidade de fotdes detetados,
(tempo de aquisi¢do mais longo) maior a SNR nos espetros Raman.

Fluorescéncia: a amostra absorve completamente a luz e passa ao estado eletronico excitado

pela absor¢do de um fotdo. Durante um periodo de tempo a amostra relaxa rapidamente e
retorna ao mais baixo nivel vibracional do primeiro estado excitado, reemitindo radiagao.
Este tipo de ruido pode ser um grande desafio, uma vez que, o sinal de fluorescéncia na maioria
dos casos € muito elevado quando comparado com o sinal Raman, e, portanto, o sinal Raman
pode ser mascarado pela fluorescéncia. As limitagdes provocadas pela fluorescéncia nem
sempre sdo previsiveis e ocorrem frequentemente nas amostras ndo descritas tipicamente como
fluorescentes.

Quando consideramos analisar uma amostra através de Espetroscopia de Raman, ¢ util
entender previamente quais as condigdes que levam a fluorescéncia, e como esta pode ser
minimizada. Uma forma de reduzir a fluorescéncia ¢ utilizar o comprimento de onda mais longo
da excitagdo. Aplicando um comprimento de onda mais longo da excitagdo a fracao do material

comum que pode absorver a luz e criar um estado eletronico excitado ird diminuir. Além disso,
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iluminando a amostra com luz laser um periodo de tempo prévio a aquisicdo de dados pode,
por vezes, reduzir o fundo de fluorescéncia, devido a destruicdo de material fluorescente.
Finalmente, existem métodos de pré-processamento espetrais que podem ser aplicados para
remover ou reduzir o fundo de fluorescéncia.

Ruido gerado por fontes externas: de um modo geral, ¢ causado por fontes de luz externas
que contribuem para a contaminacao do sinal. Assim, consistem em ruidos que ndo sao gerados
pelo sinal da amostra € nem pelo instrumento (CCD). A fonte principal deste ruido sao as
descargas que chegam a Terra, que ao incidirem na CCD, libertam um grande numero de
eletrdes que sdo indistinguiveis aos fotdes-eletrdes provenientes da amostra. Estas descargas
geram bandas muito estreitas e de alta intensidade em posi¢des aleatorias do espetro Raman. E
possivel realizar uma filtragem que geralmente € aplicada para eliminar o efeito das descargas.
A luz solar e uma gama de outras fontes claras contribuem para o aparecimento das faixas
estreitas similares no espetro. Assim, as medigoes feitas por Espetroscopia de Raman devem
ser realizadas no escuro. E, finalmente, qualquer sinal Raman é mascarado por forte radiacao
de corpo negro que ¢ definido como a radiacdo que todos os objetos emitem quando a sua
temperatura esta acima do zero absoluto.

A Figura 3.4 apresenta um espetro Raman de 6leo mineral, ilustrando os principais tipos de

ruidos.
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Figura 3.4. Ruidos tipicos de um espetro Raman obtido de 6leo mineral. Adaptado
de (Zeha et al., 2014).
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4.Resultados e Discussao

Este capitulo apresenta os resultados referentes as analises realizadas como descrito no
capitulo anterior desta dissertacdo. Os resultados encontram-se divididos em duas partes: a
primeira corresponde a uma andlise comparativa de amostras farmacéuticas, as soélidas,
aspirinas e Ben-u-ron, tendo como base dois laboratdrios distintos para cada tipo farmacéutico,
bem como uma andlise de cada composto ativo, acido acetilsalicilico e paracetamol.
Relativamente as amostras liquidas, sdo descritos os resultados sobre a analise de diferentes
concentragdes de paracetamol liquido.

A segunda parte, surge no ambito oncoldgico, onde sdo apresentados resultados inerentes a
analise de amostras do tecido mamario de uma espécie Felis catus domesticus.

Neste capitulo, o objetivo geral € verificar a confiabilidade e sensibilidade da técnica. Assim,
com as amostras farmacéuticas, pretende-se que esta técnica espetroscopica detete as diferentes
variacdes de excipiente presentes nos comprimidos dos diferentes laboratorios. Além disso,
com a medic¢ao do paracetamol liquido, pretende-se demonstrar que a técnica € boa para medir
diferentes concentragoes.

Relativamente as amostras de tecido organico, pretende-se encontrar diferencas espetrais
potencialmente indicadoras de patologia, nomeadamente neoplasia, contribuindo para um
estudo preliminar do comportamento do cancro no tecido mamario, sendo este um campo ainda

pouco estudado.
4.1. Amostras farmacéuticas

Neste ambito, foram analisadas por Espetroscopia de Raman as varias amostras de interesse.
Para isso, o espectrometro confocal Raman InVia™ Qontor®, foi utilizado com uma fonte de
excitacdo de laser de 633 nm, com o microscopio acoplado na objetiva de 50x.

E de salientar que previamente a cada medigio foi feita a verificagdo da calibragio do
espectrometro Raman, utilizando-se uma amostra de silicio até ao ajuste da intensidade de
Raman caracteristica para 521 cm™!, garantindo uma melhor confiabilidade das medigdes.

Foram analisadas trés amostras de cada grupo farmacéutico, uma delas correspondente ao
composto ativo de cada grupo no estado puro, sendo as restantes atribuidas a diferentes
laboratorios. Todas as amostras foram analisadas em forma de po.

Para cada amostra, foram obtidos cerca de 20 espetros, sendo esta analisada num mesmo

ponto e em diferentes regides. A aquisi¢do foi realizada na gama espetral de 200 a 3500 cm’!
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com o laser He-Ne, correspondente a 633 nm, uma poténcia de 50% e com um tempo de
aquisicao de 10s.
4.1.1. Aspirina

A Figura 4.1, contém apenas uma amostragem das 20 realizadas, de cada amostra e mostra

comparativamente os espetros de cada tipo laboratorial avaliada em relacdo a substancia ativa.
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Figura 4.1. Espetro Raman obtido através da analise comparativa das diferentes aspirinas e da
substancia ativa no estado puro.

Observa-se especificamente que as aspirinas sao muito semelhantes entre si e semelhantes
em relagdo a substincia ativa. E de referir que as aspirinas apesar de diferirem na sua
constitui¢do, revelam uma homogeneidade no que diz respeito ao composto ativo. Esta pode
dever-se a alta concentracdo dos excipientes e também a uma distribuicdo uniforme da
substancia ativa. Isso comprova o potencial da Espetroscopia de Raman na determinagdo da
distribuicao de ingredientes ativos e na composi¢ao de diferentes comprimidos para controle de

qualidade durante e ap6s a produgao.
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4.1.2. Ben-u-ron

A Figura 4.2 mostra comparativamente os espetros de cada amostra laboratorial avaliada

em relagdo a substancia ativa.
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Figura 4.2. Espetro Raman obtido através da analise comparativa dos diferentes laboratérios de
paracetamol e também no estado puro.

Neste estudo foi possivel comparar os espetros Raman obtidos dos diferentes tipos de
paracetamol analisados. E importante salientar que nestas analises foram utilizados os
comprimidos conforme produzidos, apenas reduzidos a po, sem nenhuma alteracdo, o que
justificaria eventuais diferencas entre espetros obtidos da literatura do paracetamol puro.

Os espetros encontram-se muito proximos, mostram pequenas discrepancias de intensidade
dos picos e de deslocamentos devido ao fenomeno da fluorescéncia. Constatou-se a presenca
da substancia ativa em ambos, com uma distribui¢do praticamente uniforme.

Assim, € possivel demonstrar a potencialidade da Espetroscopia de Raman nas determinagdes
qualitativas.

Por outro lado, um primeiro procedimento realizado foi que, para cada grupo de espetros
obtidos para cada amostra, foram analisados, em média e comparados entre cada laboratoério,
incluindo a substancia ativa, como mostram as Figuras 4.1 e 4.2. O processamento de dados,

nomeadamente a subtracdo do fundo de fluorescéncia, a remogdao das descargas e a
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normalizacdo dos espetros foi realizado sempre que necessario utilizando o software grafico

para andlise de dados e estatistica.

Em algumas amostragens, foi necessario subtrair a linha de base, devido ao elevado

background.
4.1.3. Paracetamol liquido

Nesta parte do estudo, inicialmente foi analisada uma amostra de etanol, sendo
posteriormente analisadas 10 amostras de paracetamol liquido com diferentes concentragoes.
Para esta andlise utilizou-se o laser He-Ne, 633 nm, com uma poténcia correspondente a 50%.
Cada espetro foi adquirido em 10s.

O estudo prévio do etanol teve como papel auxiliar a compreensao da analise das amostras
de paracetamol liquido em estudo, uma vez que estas contém concentragdes crescentes do
mesmo. Desta forma, o estudo do etanol contribuiu para uma analise mais fundamentada do
paracetamol na forma liquida.

Na Figura 4.3, observa-se o espetro de Raman analisado com as bandas caracteristicas do

etanol.
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Figura 4.3. Espetro Raman correspondente a analise do etanol.

Na Figura 4.4, observam-se bandas espetrais indicadoras da presenga do etanol.
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Figura 4.4. Espetro Raman das amostras 0 a 4 (Tabela 3.3) do paracetamol liquido, indicando
as bandas indicadoras da presenca de etanol.

No entanto, ha regides espetrais onde surgem bandas que, no minimo de concentragao de

paracetamol (52,61 g/Kg), ndo sdo visiveis, como ¢ possivel verificar através da analise da

Figura 4.5.
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Figura 4.5. Espetro Raman do estudo do paracetamol liquido demonstrando o aparecimento
de bandas da amostra 0 (minimo de concentracdo) para as restantes amostras (1-9), com
indicagdo do pico do etanol a 435.6.
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Além disso, foram analisadas diversas bandas, nomeadamente a 328.5, 385.4 e 506.5 cm’!,

onde se verificou que a area integrada aumenta com a concentragdo de paracetamol (Figura

4.6).
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Figura 4.6. Relacdo da 4rea em fungdo da concentragdo das bandas 328.5, 385.4 ¢ 506.5 cm’!
da analise do paracetamol liquido.

A sensibilidade deste método de analise foi determinada na gama de concentragdes entre 50

e 180 g/kg onde € possivel observar um comportamento linear. Para as bandas 328.5, 385.4 ¢

506.5 cm’!, foram obtidas as sensibilidades correspondentes de 79.6 m?/(g/kg), 49.1 m?/(g/kg)

e 38.4 m?*/(g/kg), respetivamente. Acima dos 180 g/kg, o comportamento ndo linear observado

advém da aproximacao a saturacdo da concentracdo de paracetamol. Desta forma, verificou-se

que a sensibilidade diminui para regides espetrais mais altas, sendo que este comportamento

ainda se encontra a ser alvo de estudo.

A Figura 4.7 apresenta o resultado da analise do pico de etanol correspondente a 435.6 cm™'.

Disserta¢do de Mestrado

34



Dantas. D. F. A.

70000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

® 4356cm’
65000 - ® ]
60000 | ]

55000 |- .

50000 [ ° .

Area integrada (a.u.)

45000 | .

40000 | *

50 100 150 200 250 300

Concentragdo Paracetamol (g/kg)

Figura 4.7. Relagdo da 4rea em fungdo da concentragio da banda a 435.6 cm™! do etanol.

Neste caso, por analise do pico de etanol (435.6 cm™), é possivel observar que esta banda
apresenta um comportamento aproximadamente constante até atingir os 180g/kg, valor a partir
do qual as amostras apresentam altas concentragdes de paracetamol e desta forma se aproximam
da saturacdo. A partir deste valor de concentracdo, o etanol diminui significativamente, o que

seria esperado.
4.2. Amostras organicas

Esta segunda parte do estudo contempla a analise das amostras organicas de tecido mamario
inerente ao Felis catus domesticus, apresentando as diferentes comparagdes de regides distintas
quer da mesma amostra, quer de amostras diferentes.

Foram estudadas 10 amostras, sem qualquer tipo de conhecimento histopatologico, ou seja,
foram realizados testes as cegas (blind tests) de modo a identificar alteragdes morfologicas que
indicassem possiveis neoplasias - tumores malignos.

E de salientar que o tecido mamario identificado na regido do infravermelho é
essencialmente o epitélio ductal, tecido conjuntivo e tecido adiposo, estando designados a estes
tecidos grupos funcionais de proteinas, lipidos, Amidas, 4cidos nucleicos e aminoacidos, todos
representativos do tecido mamario (Fabian et al., 2006). Portanto, contribui¢des de todas essas

biomoléculas sdo esperadas em diferentes graus na regido espetral. As regides especificas para
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estas moléculas podem ser encontradas numa dada regido espetral através de bandas
especificas, incluindo os lipidos (3100 - 2680 cm™), Amida I (1800-1510 cm™), Amida II
(1510-1390 cm!), Amida III (1390-1440 cm™'), aminoacidos e 4cidos nucleicos (980-600 cm
1) (Brozek-Pluska et al., 2012; Lazaro-Pacheco, Shaaban, Rehman & IThteshamur, 2019; Chao,
etal., 2017).

Foram feitas varias amostragens de cada amostra, sendo que na mesma amostra também se
realizaram varias medigdes. Apds a analise das varias amostras, constatou-se que apresentam
espetros de Raman com bandas caracteristicas apresentadas na literatura (Lazaro-Pacheco et
al., 2019) representativas quer de tecidos mamarios normais, quer de tecidos com possiveis
lesdes ou neoplasias.

A Figura 4.8 mostra (a) as imagens microscopicas das regides analisadas, correspondentes

as amostras 1 e 2; (b) e a respetiva analise espetral.
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Figura 4.8. (a) Imagens microscopicas das regides analisadas, correspondentes as
amostras 1 e 2; (b) e a respetiva analise espetral.
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Numa primeira anéalise comparativa, ¢ claramente demonstrada a repetibilidade do processo

para diferentes amostras. Por outro lado, existem varias bandas bem definidas, nomeadamente

a 1064, 1078, 1123, 1267, 1301, 1369, 1440, 1654-1655 ¢ 1746 cm™’, que correspondem ao

espetro de Raman identificador de um tecido mamario normal, isto ¢, sem qualquer alteragao

morfolégica (Lazaro-Pacheco et al., 2019).

A Tabela 4.1 apresenta a identificacdo de cada uma das bandas observadas no espetro de

Raman, correspondente as amostras 1 e 2 analisadas, estando em conformidade com os

resultados encontrados na literatura (Fabian et al., 2006; Brozek-Pluska et al., 2012; Lazaro-

Pacheco et al., 2019).

Tabela 4.1. Posi¢do das bandas e assinaturas moleculares do tecido mamario (Lazaro-Pacheco et al., 2019).

Posi¢iio da banda (cm™)

Assinatura molecular

1064 Estiramento C-C (lipidos)
1078 Estiramento C-C ou C-O (lipidos)
Estiramento C-C (lipidos)/ Estiramento C-N
12 (proteina)/glucose
1267 Amida III (estiramento C-N) (proteinas)
1301 Deformacao C-H (CH>) (lipidos)
1369 TRP (proteinas), guanina, lipidos, porfirinas
1440 Modo vibracionais dos lipidos
16541655 Amida [ (estiramento C=0O de proteinas),
Estiramento C-C (lipidos)
1746 Modos vibracionais de lipidos

Durante o processo de analise das varias amostras de tecido mamario, também ¢ de salientar

que foram observados espetros com bandas indicadoras de tecidos com possiveis lesdes ou

neoplasias. A Figura 4.9 mostra (a) a imagem microscopica da regido analisada,

correspondente a amostra 3; (b) e a respetiva andlise espetral.
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Figura 4.9. (a) Imagem microscopica da regido analisada, correspondente a amostra 3; (b) e
a respetiva analise espetral.

Neste caso, observa-se que as bandas espetrais da amostra 3 sdo distintas das bandas
encontradas para as amostras 1 e 2, identificadas como tecido normal. E possivel identificar
bandas bem definidas a 1016, 1096, 1147, 1227, 1251, 1313, 1369, 1462, 1482, 1574, 1586,
1631 e 1700 cm™. No entanto, apenas algumas bandas espetrais relevantes foram encontradas

na literatura, conforme ¢ apresentado na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Posi¢do das bandas e assinaturas moleculares do tecido mamario (Lazaro-Pacheco et al., 2019).

Posi¢iio da banda (cm™)

Assinatura molecular

1096 Estiramento O-P-O simétrico (fosfato II)

1227 Amida III: B-sheet

1251 Amida IIl/adenina/citosina

1313 Modo “twist” CH3CH: (colagénio/lipidos)

1369 TRP (proteinas), guanina, lipidos, porfirinas
Estiramento C-O simétrico. Calcium oxalate

1462 dihydrate - Calcifica¢ao Tipo I

1482 Acidos nucleicos (guanina e adenina)

1574-1586 Anel de pirimidina (Acidos nucleicos) e
proteina heme

1631 Estiramento C-O simétrico. Calcium oxalate

dihydrate - Calcificacdo Tipo I

Na andlise destes resultados, ¢ de salientar que as bandas 1462 e 1631 cm™' apresentam

calcificagdes, sendo potencialmente indicadores de tecidos com lesdes. As bandas espetrais a

1369, 1482, 1574 e 1586 cm! estdo relacionadas com 4cidos nucleicos — estes sdo biomoléculas

do controlo celular, pois contém a informacgdo genética (ADN). E também conhecido na

literatura (Brozek-Pluska et al., 2012; Lazaro-Pacheco et al., 2019; Surmacki, Musial, Kordek

& Abramczyk, 2013) que as cé€lulas tumorais indicam uma maior contribui¢cdo nas bandas

espetrais correspondentes as proteinas, com maior relevancia nas bandas associadas ao ADN.

Para finalizar, a amostra 3 apresenta elevada fluorescéncia, comportamento tipico dos espetros

de Raman indicadores de tecidos com lesdes ou neoplasias.
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5. Conclusoes e Trabalhos Futuros

Este trabalho de investigacdo tinha como principal objetivo sobretudo o conhecimento e
aprendizagem de um equipamento inovador de Espetroscopia de Raman em Portugal.

O espectrémetro de Raman foi utilizado como ferramenta de analise de diversas amostras,
com o intuito de numa primeira fase perceber a sensibilidade da técnica, ¢ a capacidade de a
mesma medir diferentes concentragdes, sendo que com a analise dos tecidos organicos, o foco
era a determinacdo de alteracdes morfologicas como possiveis indicadores de neoplasia
maligna.

Os espetros Raman fornecem bastante informagdo no que respeita a constitui¢ao bioquimica
da amostra em estudo, onde ¢ possivel obter-se uma gama de bandas caracteristicas da mesma.
Com recurso a ferramentas de analise de dados, € possivel aprimorar os resultados adquiridos
e obter os espetros Raman de forma a estar em conformidade para serem interpretados.

Desta forma, esta técnica espetroscopica nao destrutiva, revela-se ser uma técnica poderosa,
com a principal vantagem de ndo exigir uma preparacdo prévia das amostras. Além disso,
mostra-se flexivel para realizar analises quantitativas e qualitativas, sendo amplamente utilizada
em diversas vertentes de varias areas biomédicas.

Contudo apresenta as suas limitagdes, nomeadamente no ambito dos tecidos, sobretudo
quando estes sao frescos.

Relativamente a area farmacéutica, a técnica mostrou-se bastante versatil, e com resultados
confidveis, ndo s6 comparou diferentes excipientes na parte dos comprimidos reduzidos a po,
como mediu as diferentes concentracdes do paracetamol no estado liquido.

Na parte inerente aos tecidos orgénicos, este foi um estudo preliminar, sendo feita uma
andlise sucinta das varias amostras analisadas, correspondentes a de tecidos mamarios da
espécie Felis catus domesticus, onde o foco foi procurar alteragdes que fossem indicativas de
patologia. Ainda assim, os resultados obtidos foram ao encontro da literatura, nomeadamente
na identificacdo de tecidos normais (sem alteracdes morfoldgicas) e de tecidos com possiveis
lesdes ou neoplasias, em particular, onde as bandas espetrais sdo correspondentes a
calcificagdes. E facto que, esta é uma 4rea que apresenta uma forte necessidade de ser
investigada.

Durante o decorrer deste trabalho de investigacao foram encontradas algumas limitacdes que

podem ser expostas de seguida em forma de sugestdo para trabalho futuro, tais como:
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e Analise de amostras frescas em formol, idealmente seria analisar amostras em parafina
de modo a minimizar as dificuldades encontradas na aquisicdo de dados das amostras
em formol,

e Desidratacdo dos tecidos e consequente movimento;

e FEstudo de amostras nao identificadas, futuramente seria ideal o estudo de amostras com
zonas tumorais devidamente identificadas;

e Enorme background presente nos espetros adquiridos;

Face a estas consideracdes, este trabalho de investigacdo, apesar de preliminar, demonstrou
através dos resultados, que esta técnica ¢ uma mais valia no seio da investigagdo,
nomeadamente na area oncologica, uma vez que, se for fortemente estudada poderd contribuir
para um bom diagndstico e posterior tratamento, pois pode fornecer uma avaliagdo rapida e em
tempo real dos tecidos.

O trabalho desenvolvido nesta dissertacdo pode ser explorado em varios topicos a seguir
apresentados:

e Validacdo da técnica de Espetroscopia de Raman para monitorizagdo de
concentragdes de farmacos em liquidos.

e [Estudo estatistico de amostras cancerigenas com apoio de amostras de tecidos
organicos correspondentes a falsos positivos.

e Estudar amostras de tecidos organicos com neoplasias malignas do trato gastro-

intestinal.
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6. Apéndices

O cancro gastrointestinal (GIC) ¢ um dos principais contribuintes para a morbilidade e
mortalidade relacionadas com o cancro mundialmente (Wan et al., 2017). Do trato
gastrointestinal, o cancro gastrico € o que apresenta maior relevo, sendo o quinto tipo de cancro
mais comum em todo mundo e a segunda causa mais comum de morte relacionada com o
cancro. Quando a sua detegdo ocorre numa fase avangada, a taxa de sobrevida de 5 anos ¢ baixa,
representando entre 10% a 20%. Por outro lado, numa fase precoce, as taxas de sobrevida de 5
anos encontram-se entre 0os 96% e os 99% (Kim, 2015).

O adenocarcinoma ¢ o tipo histologico de cancro gastrico mais frequente, sendo considerado
0 mais agressivo € 0 que apresenta um prognostico sombrio, representando mais de 95% dos
tumores. Além disso, existem outros tipos histologicos que embora com percentagens menores,
tais como, o Sarcoma do Estroma Gastrointestinal (GIST), o Leiomiomia Gastrico, o Limfoma
e 0 Tumor Neuroenddcrino, também se destacam (Ramos et al., 2018).

Nos ultimos anos, ocorreram desenvolvimentos revolucionarios na endoscopia, sendo esta
considerada indispensavel quer para o diagndstico quer para o tratamento de doencgas do trato
gastrointestinal (Akarsu, M., & Akarsu, C., 2018; Garai et al., 2015).

A endoscopia gastrointestinal convencional ¢ uma modalidade que utiliza a dispersdo da luz
branca para a detecdo de lesdes da mucosa, de massas ulcerosas e poélipos (Akarsu, M., &
Akarsu, C., 2018; Garai et al., 2015; Kim, 2018). Esta tecnologia limitou-se a detetar lesdes
com base em mudancas morfoldgicas brutas. O diagnostico ¢ baseado primeiramente na
amostragem da bidpsia de caracteristicas endoscOpicas macroscopicas obvias, ou com base na
amostragem da biopsia cega aparecendo a mucosa normal. Estas bidpsias aleatérias sdo
claramente ineficientes e perdem informacao relevante (Garai et al., 2015).

Com o aumento do seu uso esta associado o aumento das suas limitagdes. Estas prendem-se
pela inefic4cia da dete¢do e discriminagdo de lesdes minuciosas e sutis, pelo que se pode perder
histologia significativa (Kim, 2018).

A luz branca convencional ¢ frequentemente incapaz de fornecer informacdes funcionais e
macroscopicas estruturais, impedindo a detecao precoce de malignidades nos estagios iniciais.
Além disso, a detecdo endoscopica ¢ inadequada para a dete¢do de pequenas lesdes, tais como,
polipos, e de lesdes planas/lisas contribuindo para a perda de histologia significativa. Estas
limitagdes podem ser melhoradas com a adigdo de imagens latentes que sejam capazes de
fornecer a informacao funcional (isto ¢, molecular) e macroscopica estrutural. A incorporagao

de uma modalidade molecular de imagem latente pode auxiliar os clinicos a localizar,
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diagnosticar, e encenar lesdes pequenas que de outra forma seria dificil de detetar, assim como
melhorar a caracterizacdo das mesmas. Por esta razdo, o valor diagnostico da endoscopia
convencional ¢ limitado (Akarsu, M., & Akarsu, C., 2018). Foram feitos diversos avangos nas
tecnologias de imagem endoscépica para colmatar lacunas neste ambito de modo a superar as
necessidades médicas (Garai ef al., 2015; Kim, 2018). Estas levam a uma constante mudanga
evolutiva na tecnologia endoscépica, visando avangos na imagem, capazes de melhorar a
detecao de lesdes pequenas/planas e as alteragdes das mucosas, fornecendo a caracterizagao
bioquimica do tecido de interesse e histologia in vivo e bidpsia 6tica (Garai et al., 2015).

Existe uma necessidade de identificar lesdes em profundidade e realizar um mapeamento
adequado para o tratamento adequado, sendo ainda um objetivo a atingir.

A taxa de sobrevida depende principalmente dos estdgios do cancro gastrico.
Consequentemente, a dete¢do na fase adiantada ¢ vital e importante para assegurar um
prognostico excelente.

A carcinogénese, processo de formag¢do de uma neoplasia, do cancro gastrico, ¢ um processo
que engloba vérias etapas, sendo um processo em cascata (Kim, 2015). Maioritariamente, ¢
iniciada a partir de infecdo com Helicobacter pylori (H. pylori), e esta progressivamente
envolvida na transformacdo da metaplasia intestinal (IM) a displasia antes do inicio da
transformagao neoplésica.

Algumas Ulceras gastricas sdo carcinomas gastricos ulcerados. Diferenciar maligno de benigno
relativamente as Ulceras ¢ completamente importante. As Ulceras gastricas apresentam
caracteristicas fisiologicas oticas diferentes do adenocarcinoma géstrico (Wan et al., 2017).

A Espetroscopia de Raman integrada com modelagem espetral semi-quantitativa (por
exemplo, ADN, lipidos, glicoproteinas, proteinas e sangue) revela as mudangas progressivas de
constituintes bioquimicos no tecido gastrico associado a pré-neoplasia e transformagao
neoplésica (Kim, 2015). Aproveitando a capacidade espetroscopica de Raman de recolher
informacdes importantes de impressao digital de componentes inter e/ou intracelulares, como
proteinas, lipidos e ADN em células e tecidos. Esta técnica mostrou ser uma grande promessa
para avaliagdes histopatoldgicas no nivel biomolecular (Kim, 2015).

Até a data, a maioria dos estudos de Espetroscopia de Raman do tecido géstrico tém sido
principalmente focados na chamada impressdo digital da gama de 800 — 1800 cm’', com
precisdes encorajadoras variando de 85% a 95%. A vantagem inigualdavel da técnica de
Fingerprint (FP) da Espetroscopia de Raman decorre da sua capacidade de fornecer

informagdes bioquimicas altamente especificas sobre estruturas de espinha dorsal do ADN, do
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ARN, das proteinas, dos lipidos, do colagénio, e de outras macromoléculas bioldgicas em
células e tecidos (Zhou et al., 2016).

Num estudo de Zhou et al, foram utilizadas 38 amostras de tecido normal e 37 amostras de
tecido com cancro gastrico. De acordo com a classificagdo de Lauren, o tecido ndo saudavel foi
histologicamente dividido em duas categorias: 9 amostras do tipo difuso e 28 do tipo intestinal.

Realizou-se a comparagdo das intensidades médias de FP e de High Wavenumber (HW) dos
espetros de Raman com os seus desvios-padrdo. Os picos Raman do tecido proeminente na
regido do FP sdo observados em 829, 853, 879, 937, 1003, 1033, 1086, 1127, 1157, 1173, 1207,
1319, 1338, 1448, 1526, ¢ 1658 cm ™!, tal como indica a Figura 1a (Zhou et al., 2016).

_3 — Tecido normal (n=38)
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Figura 1a. Média de espetros Raman (FP) de 38 tecidos normais e 37
tecidos com cancro gastrico. Adaptado de (Zhou et al., 2016).

Verificaram-se que as intensidades dos picos Raman sdo notavelmente mais altas no tecido

géstrico. O pico de 1157 cm™!

, correspondente a cadeia de polieno de carotenoides, mostrou-se
significativamente mais forte no tecido cancerigeno, o que pode indicar que estas células
tenham a capacidade de resistir a fun¢do antioxidante dos carotenoides (Chen et al., 2014).

No entanto, o pico de 853 cm!, caracterizado pela prolina do colagénio, mostrou-se mais
baixo no tecido géstrico. Este resultado, podera ser explicado, pela possibilidade de as células
cancerigenas sintetizarem e secretarem a metaloproteinase de matriz que permite a degradacgao

das proteinas matriciais, tais como, o colagénio, levando ao auxilio da metastase do cancro

(Chen et al., 2014).
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Além disso, a proteina e 4cido nucleico com sinais Raman em 1319 e 1338 cm!,
respetivamente, encontram-se significativamente mais elevados no tecido gastrico quando
comparados com o tecido normal. Esta observagdo apresenta como fundamento, um aumento
na cromatina nuclear durante a replicagao excessiva do ADN durante a transformagao maligna
(Zhou et al., 2016).

A regidio HW (2800 a 3000 cm ™) contém menos informagdes bioquimicas do que a regido

FP (Figura 1b).

x107 — Tecido normal (n=38)
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Figura 1b. Média de espetros Raman (HV) de 38 tecidos normais e de 37 tecidos
com cancro gastrico. Adaptado de (Zhou et al., 2016).

Os picos Raman encontrados sdo em 2849, 2875 ¢ 2932 cm™ . O sinal proteico em 2932 cm™!

foi significativamente mais forte no tecido normal do que no tecido cancerigeno. Os outros dois
picos ndo apresentaram diferencas significativas. No entanto, este resultado ndo significa que a
regido de HW seja considerada menos importante para o diagndstico.

A regido HW contém informagdes relacionadas especificamente com o alongamento de
proteinas CH3, que sdo complementares as propriedades da regido FP. Com base noutros
estudos, ¢ possivel referir que a informagao bioquimica fornecida é considerada suficiente para
o diagndstico de cancro.

A distingdo entre tipos intestinais e difusos do adenocarcinoma gastrico ¢ clinicamente
relevante e pode ter influéncia na estratégia do tratamento. O potencial clinico de proximidade
da Espetroscopia de Raman do infravermelho para identificar diferentes subtipos de

adenocarcinoma gastrico foi relatado em 2010 (Zhou et al., 2016).
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Na Tabela 1a, encontra-se representada a regido de dete¢do Raman e a impressao digital de

cada tipo de adenocarcinoma.

Tabela 1a. Tipo de adenocarcinoma gastrico com a respetiva regido de detecdo e impressao digital.

Regido de deteciio de
Lesao Impressio digital
Raman
Adenocarcinoma tipo-intestinal 2800-3000 cm'™! 800-1800 cm!
Adenocarcinoma tipo-difuso 2800-3000 cm’! 800-1800 cm!

De acordo com um estudo, entre 100 amostras de tecido géstrico, 70 eram histologicamente
normais e 30 correspondiam a adenocarcinomas. Dentro destas, 18 representam o tipo intestinal
e 12 o tipo difuso (Kim, 2015).

Na Figura 1c encontram-se representada a média dos espetros do tecido normal,
adenocarcinoma tipo intestinal e adenocarcinoma tipo difuso. Verificaram-se diferencas
significativas nos espetros de Raman entre o tecido do estbmago normal e os dois subtipos de
adenocarcinoma gastrico, particularmente nas regides espetrais de 850 — 1150, 1200 — 1500 e

1600 — 1750 cm™!, que contém sinais relacionados a proteinas, 4cidos nucleicos e lipidos (Zhou

etal. 2016).

1450
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——— Adenocarcinoma tipo-intestinal

Adenocarcinoma tipo-difuso

Figura 1c. Comparagdo da média dos espetros NIR de Raman, de 70
amostras normais de tecido do estdbmago: 18 adenocarcinomas do tipo
intestinal e 12 do tipo difuso. Adaptado de (Kim, 2015).
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Os adenocarcinomas apresentam-se diferentes nas bandas espetrais em compara¢do com o
tecido normal. As intensidades mais baixas encontram-se localizadas nas bandas a 875, 1004,
1100, 1230 e 1745 cm™!, e mais altas nas bandas centradas a 1265, 1335, 1450 e 1655 cm™'. Este
resultado poderd indicar que a presenga de Amidas, proteinas, acidos nucleicos e lipidos tende
a ser maior no tecido com cancro gastrico. Comparando apenas entre os dois subtipos de
adenocarcinoma (intestinal versus difuso), o tipo difuso apresenta maiores intensidades nas
bandas a 875, 1100 e 1450 cm™ e menor a 1655 cm™, correspondente 8 Amida I de proteinas.
Estes revelam a existéncia de diferengas espetrais significativas entre o adenocarcinoma do tipo
difuso e o adenocarcinoma do tipo intestinal, sendo a presenga da Amida I e proteinas maior no
tipo intestinal, confirmando a utilidade da Espetroscopia de Raman no infravermelho para
discriminacao do subtipo de adenocarcinoma.

Confrontando as duas comparacdes apresentadas nas Figuras 1c¢ e 1d, as intensidades de
banda de tecido normal sdo superiores, em relacdo ao tecido tumoral, de 800 a 1230 cm™! e de
1700 a 1800 cm’!, respetivamente. Estes resultados concordam entre si, exceto no que diz
respeito ao adenocarcinoma do tipo difuso, que apresenta maior intensidade na banda de 1780

a 1800 cm’!, aproximadamente (Kim, 2015).
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Figura 1d. Comparagdo da média dos espetros NIR de Raman, de 70 amostras
normais de tecido do estdmago: Diferenga espetral obtida a partir dos espetros médios
de Raman dos trés tipos de tecido. Adaptado de (Kim, 2015).
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